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SOMMAIRE 
 
Le développement de médicaments de nature peptidique est principalement limité par une faible 
biodisponibilité orale. La macrocyclisation a été identifiée comme une solution possible à certains 
problèmes de métabolisme, mais une basse perméabilité constitue souvent le facteur limitant. Pourtant, 
certains macrocycles, dont la cyclosporine, parviennent à traverser les membranes. À l’heure actuelle, 
alors que la perméabilité de grands macrocycles peptidiques fait l’objet de nombreuses études, celle des 
macrocycles semi-peptidiques demeure peu explorée. Afin de mieux comprendre la relation 
structure-perméabilité des macrocycles peptidiques et semi-peptidiques, une librairie de 36 composés a 
été synthétisée en incorporant de façon systématique deux modifications structurales ciblant l’aspect 
conformationnel : 1) le remplacement de résidus peptidiques par des résidus peptoïdiques et 2) 
l’utilisation de différents chaînons chiraux. Ces composés ont été testés dans des essais de perméabilité 
et les résultats obtenus couvrent une grande plage de valeurs. Une de ces modifications a apporté une 
hausse importante de la perméabilité dans la majorité des cas.  
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 1 
INTRODUCTION 
I.1 La biodisponibilité orale 
 
Dans la majorité des cas, un médicament doit être administrable par voie orale pour connaître un succès 
commercial. C’est le mode d’administration le mieux toléré par les patients, car non invasif et simple 
d’application. À l’opposé, l’administration intraveineuse requiert l’intervention de personnel médical ou 
de dextérité de la part du patient, est difficile à supporter pour le patient – particulièrement dans le cas de 
doses fréquentes – et est associée à des coûts élevés.1 Pourtant, d’un point de vue de la pharmacocinétique, 
l’injection directe dans le système sanguin est avantageuse. La concentration du médicament dans le sang 
peut être contrôlée avec précision, car le principe actif n’a pas de membranes à traverser pour se rendre 
dans la circulation sanguine ni à subir les différentes étapes de métabolisme pré-systémique associées au 
système digestif et au foie; par conséquent, 100 % de la dose administrée par voie intraveineuse se 
retrouve dans la circulation, ce qui n’est pas le cas des autres voies d’administration. 
 
Les courbes pharmacocinétiques (Figure 1) représentent la concentration sanguine en fonction du temps. 
La courbe en rouge correspond à une injection intraveineuse modèle : la concentration sanguine initiale 
est maximale, et diminue au fur et à mesure que le médicament est distribué dans l’organisme, métabolisé 
et/ou excrété. La courbe en bleu représente un médicament administré oralement (p.o., per os). À l’opposé 
de l’administration intraveineuse, la concentration initiale est nulle, car le passage à travers le système 
digestif et le foie prend un certain temps. Malgré ce décalage, un médicament oral « idéal » se retrouve 
entièrement dans la circulation sanguine. Afin de quantifier le degré de passage dans le sang, on utilise la 
biodisponibilité orale.2 Il s’agit d’un pourcentage, déterminé en comparant deux modes 
d’administrations : oral et intraveineux, puis en observant la concentration sanguine en fonction du temps 
de chacun. La biodisponibilité orale est le rapport entre les deux aires sous la courbe. Une biodisponibilité 
inférieure à 100 % signifie que seule une fraction du médicament a été absorbée et/ou qu’une partie a été 
métabolisée avant d’atteindre la circulation sanguine. 
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Figure 1 : Biodisponibilité orale 
 
Les deux courbes déclinent en fonction du temps, car le médicament disparaît de la circulation par trois 
mécanismes : (1) il se distribue dans différents organes et tissus, (2) est métabolisé et/ou (3) est excrété.3 
Le volume de distribution (Vd) est couramment utilisé pour quantifier le premier mécanisme. Il s’agit du 
volume théorique dans lequel le médicament semble être dissous suivant l’injection pour atteindre la 
concentration circulante. Un médicament se distribuant rapidement dans le tissu adipeux, par exemple, 
aura une concentration sanguine plus faible et par conséquent un Vd très élevé. C’est le cas de la 
chloroquine qui montre un volume de distribution de plus de 15 000 L, bien que le volume de sang soit 
approximativement 8 % du poids chez l’humain (environ 5 L pour un poids moyen).4,5 Tenant compte à 
la fois de la distribution, du métabolisme et de l’excrétion, la clairance (Cl) décrit la vitesse de disparition 
du composé d’un volume donné de sang.3 Plus exactement, elle est définie par le volume de sang « vidé » 
du médicament par unité de temps. On distingue différentes clairances selon les organes (e.g. clairance 
rénale, clairance hépatique, etc.) et leur somme est la clairance totale (ClTOT). 
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Plusieurs facteurs peuvent limiter la biodisponibilité orale3,6 ⁠: 
• l’état du système digestif (à jeun vs postprandial) 
• la solubilité et la cinétique de dissolution du médicament 
• la stabilité chimique du principe actif 
• la motilité gastro-intestinale 
• le débit sanguin splanchnique (débit au niveau de l’abdomen) 
• la perméabilité des cellules épithéliales envers le médicament 
• l’ionisation du médicament aux différents pH physiologiques 
• le métabolisme de premier passage (aussi connu comme métabolisme pré-systémique). 
Parmi les facteurs associés à la nature même du principe actif, la solubilité, la stabilité et l’ionisation sont 
relativement simples à optimiser en variant la structure et particulièrement l’équilibre entre fonctions 
polaires et apolaires. Par contre, la perméabilité et le métabolisme de premier passage sont notoirement 
difficiles à prédire et constituent encore des défis dans la conception de médicaments oraux.7 En ce qui 
concerne la perméabilité, il faut noter que la majorité des médicaments administrés par voie orale sont 
absorbés au niveau du petit intestin.8⁠ L’épithélium intestinal y est replié en villosités et microvillosités de 
façon à générer une grande surface exposée d’environ 30 m², et ce repliement est particulièrement 
important dans le petit intestin.9 Les cellules constituant la paroi intestinale (entérocytes) forment une 
monocouche et sont polarisées, c’est-à-dire qu’elles expriment des protéines différentes sur la paroi 
exposée à la lumière intestinale (côté apical ou luminal) et la paroi rattachée au système de la veine porte 
(côté basolatéral ou sérique). 10 
Dans le parcours du médicament dans le système digestif, la digestion à l’intérieur de l’estomac constitue 
une première étape de métabolisme en raison de la présence d’enzymes digestives et d’un pH acide.11,12 
La sortie de l’estomac vers le petit intestin est l’étape suivante (Figure 2), où le médicament entre en 
contact avec les entérocytes et peut y être absorbé. Bien qu’une certaine proportion des médicaments, 
particulièrement les acides, soient absorbés au niveau de l’estomac, nous nous concentrerons dans ce 
mémoire sur l’absorption intestinale.13 
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Figure 2 : Absorption par voie orale. PGP : glycoprotéine P ; CYP : cytochromes P450. 
Il existe plusieurs chemins possibles à travers l’épithélium intestinal (Figure 3).14 D’abord, de très petites 
molécules peuvent passer à travers la jonction cellulaire, soit entre deux cellules (voie paracellulaire). 
Pour les molécules de taille plus importante, le passage direct à travers la membrane (voie transcellulaire) 
est souvent décrit comme le chemin le plus fréquent6 ⁠, bien qu’il ait été plusieurs fois soulevé que ce 
transport pourrait être dû à des effecteurs encore non identifiés.14,15⁠ Il s’agit dans les deux cas de transport 
dit « passif » puisqu’il n’implique pas d’énergie de la cellule. Enfin, dans les autres cas, les molécules 
peuvent passer la membrane cellulaire grâce à des transporteurs, qui peuvent avoir deux rôles opposés : 
le médicament peut être reconnu à la surface de la cellule et être transporté à l’intérieur de celle-ci 
(uptake); le cas inverse est également possible, où certaines protéines transmembranaires – notamment la 
glycoprotéine P (Pgp) – reconnaissent une gamme de molécules, entre autres une proportion des 
molécules exogènes comme certains médicaments (xénobiotiques) et les transportent vers dans la lumière 
intestinale (efflux).16–18  
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Figure 3 : Principaux modes de transport au travers l’épithélium intestinal14⁠ et exemples de 
médicaments perméants par voie transcellulaire (propranolol19), par transport actif 
(zidovudine20, érythromycine21) et par voie paracellulaire (aténolol22). Une description plus 
détaillée de ces composés se trouve au Tableau 4. 
Une deuxième barrière à la biodisponibilité orale est le métabolisme de premier passage. En effet, en plus 
de la métabolisation qui peut avoir lieu dans l’estomac et dans l’intestin, les médicaments qui atteignent 
la veine porte doivent passer en premier lieu par le foie avant d’entrer dans la circulation systémique.3,23 
À l’intérieur des cellules du foie (hépatocytes), on retrouve plusieurs enzymes pouvant effectuer diverses 
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transformations chimiques sur le médicament, principalement d’oxydation (réalisées par les cytochromes 
P450) et de conjugaison à des groupements polaires facilitant l’excrétion.2,3,24,25 Ceci mène non seulement 
à une diminution de la concentration sanguine du médicament non métabolisé, mais aussi à la formation 
de métabolites potentiellement toxiques ou ayant des effets physiologiques indésirables.26–29 Certaines 
prodrogues utilisent d’ailleurs cette stratégie, dans laquelle c’est le métabolite qui a l’activité 
thérapeutique désirée.30–32 Comme les hépatocytes sont des cellules au même titre que les entérocytes, la 
perméabilité du médicament à travers la double couche lipidique influence le degré de métabolisation.33 
Une molécule perméante par diffusion passive le sera également au niveau des hépatocytes et subira 
davantage l’effet du métabolisme de premier passage, c’est l’une des raisons pour lesquelles les molécules 
les plus lipophiles se font métaboliser de façon plus extensive que les molécules plus hydrophiles.34–37 
L’ensemble de ces facteurs fait en sorte que dans la conception d’un médicament oral, les propriétés 
pharmacocinétiques sont les plus difficiles à modéliser. L’optimisation d’un paramètre (e.g. perméabilité) 
peut souvent nuire à un autre (e.g. solubilité, métabolisme, clairance, etc.). Pour rationaliser partiellement 
les modifications à effectuer, une analyse statistique des médicaments oraux sur le marché a permis 
l’établissement de critères désormais célèbres : les règles de Lipinski.38⁠⁠ Il s’agit de quatre facteurs 
communs à la majorité des médicaments oraux (Tableau 1). Le nombre de donneurs de ponts H est estimé 
par la somme des fonctions comprenant un lien O-H ou N-H, les accepteurs par la somme des atomes 
d’azote et d’oxygène, et le logP correspond au logarithme du coefficient de partition entre l’eau et le 
1-octanol.38  
 
Tableau 1 
Lipinski Veber 
Nb. donneurs ponts H ≤ 5 Nb. de liens libres ≤ 10 
Nb. accepteurs ponts H ≤ 10 Nb. donneurs + accepteurs ponts H ≤ 12 
Poids moléculaire ≤ 500 PSA ≤ 140 Å² 
LogP ≤ 5  
 
Citée plus de 11 000 fois, cette étude a fait prendre conscience de l’importance des propriétés 
physico-chimiques dans le design d’un médicament.39⁠ Cinq ans plus tard, un article de Veber préconisait 
une approche alternative basée sur le nombre de liens libres (rotatable bonds), la somme des donneurs et 
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accepteurs de ponts H et la surface polaire totale (PSA).40⁠ Ce dernier paramètre se rapproche du 
coefficient de partition (logP) utilisé par Lipinski, mais alors que le logP décrit la préférence relative d’un 
composé entre un milieu hydrophile et un milieu lipophile, la PSA est une mesure additive des zones 
polaires, donc une valeur absolue. C’est-à-dire que plus une molécule contient de zones polaires, plus sa 
PSA sera élevée et ce peu importe le nombre ou l’étendue des zones lipophiles. Une molécule peut ainsi 
avoir à la fois une PSA élevée et un logP élevé (Tableau 2). Les peptides aliphatiques en sont de bons 
exemples, car ils contiennent à la fois des éléments polaires (lien peptidique) et des chaînes latérales non 
polaires. L’augmentation de nombre de résidus hydrophobes se traduit alors par une préférence de plus 
en plus forte pour une phase organique (cLogP) tout en présentant une surface polaire de plus en plus 
élevée. 
 
Tableau 2 
Structure cLogP tPSA (Å²) 
 
-1.56 63.3 
 
-0.25 92.42 
Phe-Phe-Phe 0.91 121.52 
Phe-Phe-Phe-Phe 2.07 150.62 
Données obtenues par l’outil d’analyse de ChemDraw 
 
Cette propriété additive de la PSA fait également en sorte que les molécules de haute masse molaire 
présentent typiquement des PSA élevées. La masse molaire est donc partiellement incluse dans cette 
mesure. Par ailleurs, il existe aussi la surface polaire topologique (tPSA), qui est une mesure couramment 
utilisée et parfois confondue avec la PSA, mais qui ne tient pas compte de l’aspect tridimensionnel. 
Contrairement à celle-ci, la PSA peut varier pour une même molécule selon sa conformation, certains 
groupements n’étant pas exposés au solvant. Ceci est particulièrement vrai pour de grosses molécules 
 8 
comme les protéines, pouvant exposer ou masquer leurs groupements polaires en fonction de la polarité 
du solvant dans lequel on les étudie, et a également été observé par calcul avec de petites molécules.41,42⁠ 
Le critère du nombre de liens libres suggère une meilleure biodisponibilité pour des molécules rigides 
et/ou plus petites. Tout comme la surface polaire, cette mesure comprend implicitement la masse 
moléculaire : plus une molécule comprend de liens, plus son nombre de liens libres tend à être élevé. 
Également, on peut remarquer que la PSA et le nombre de liens libres caractérisent des propriétés 
topologiques, ce qui n’est pas le cas des critères proposés par Lipinski. 
 
I.2 La mesure de la perméabilité 
La perméabilité est définie comme la quantité de molécules (mol) traversant une aire (cm²) par unité de 
temps (s), selon un gradient de concentration donné (mol∙cm-³), ce qui signifie que les unités de la 
perméabilité sont des cm∙s-1, soit une vitesse.43 Les tests de perméabilité les plus utilisés dans le domaine 
pharmaceutique sont les tests PAMPA (Parallel artificial membrane permeability assay)44 et Caco-2.45–
48
 Le fonctionnement général de ces deux essais est similaire (Figure 4) : une solution tampon contenant 
le composé étudié est placée dans une plaque à 24 ou 96 puits, donneurs, dont le fond – perméable – a 
été recouvert d’une membrane semi-perméable (perméable aux molécules solubilisées mais pas aux 
cellules). Cette plaque est imbriquée dans une autre plaque du même nombre de puits, accepteurs, 
contenant seulement la solution tampon sans composé. Le montage est mis sous agitation à une 
température fixe et après un temps prédéterminé, les concentrations du composé dans les deux puits sont 
mesurées.45 À partir de ces données, on peut calculer la perméabilité, qui correspond à la vitesse de 
passage à travers la membrane. 
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Figure 4 : Structure des plaques pour les tests de perméabilité 
 
La différence entre les essais PAMPA et Caco-2 se situe donc au niveau du type de membrane utilisée : 
La membrane utilisée en PAMPA est constituée de lipides uniquement alors que celle utilisée en Caco-2 
est une monocouche de cellules d’épithélium intestinal humain. Dans le premier cas, la membrane 
artificielle ne comprend aucune forme de transport actif (uptake, efflux), il s’agit simplement d’un film 
de matière visant à mimer la membrane biologique. On obtient donc uniquement une mesure de la 
perméabilité passive. L’essai Caco-2 quant à lui utilise une membrane constituée d’une monocouche 
cellulaire, afin de mieux mimer l’épithélium intestinal. Dans ce cas, la perméabilité observée est fonction 
du transport passif, du transport actif, du passage paracellulaire et du métabolisme. 
 
Les principales différences entre les deux méthodes de mesure de la perméabilité sont résumées 
ci-dessous (Tableau 3). Vu la simplicité et le faible coût de l’essai PAMPA, il est souvent utilisé comme 
premier test, mais le test Caco-2 est souvent considéré comme plus proche de la réalité du petit intestin. 
Il y a toutefois un avantage à faire les deux essais pour un même composé : en ayant les deux résultats, 
on peut mieux évaluer l’importance des différents mécanismes de transport. Par exemple, une molécule 
montrant une perméabilité faible en PAMPA, mais haute en Caco-2 pourrait indiquer un transport actif. 
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Tableau 3 
 PAMPA Caco-2 
Barrière Phospholipides dans 
solvant 
Monocouche de cellules épithéliales 
intestinales 
pH 4-8 5.5-7.4 
Mécanismes Passif Passif, actif, efflux, métabolisme 
Composés / semaine 500 30 
Coût / échantillon <1$ ~30$ 
Nb. personnes à temps 
plein 
0.35 2 
Ce tableau est adapté de « Drug-Like Properties : Concepts, Structure Design, and Methods from ADME to Toxicity Optimization »45 
 
La perméabilité apparente Papp est obtenue à partir de l’équation suivante49,50 : 
 
Équation 1 ??(?) = ? ?????????? + (??? −
????
?????) × ?
?????×?×( ????
?
??)×?
  
Les constantes VD et VA décrivent le volume des puits donneur et accepteur respectivement, l’aire A est 
celle du filtre et Mtot correspond au nombre de nanomoles présentes dans le système. Il s’agit d’une 
équation non linéaire pour laquelle on peut isoler Papp dans le cas où un seul point de mesure est pris, mais 
typiquement, plusieurs points de mesure sont pris. On procède par ajustement de courbe : une valeur de 
Papp est inventée et les concentrations résultantes aux différents temps de mesure sont comparées aux 
concentrations expérimentales. La somme des erreurs résiduelles au carré (SSE) est évaluée et la valeur 
de Papp progressivement modifiée jusqu’à obtenir une erreur stable, minimale.49 De plus, il est nécessaire 
de tenir compte du volume soutiré à chaque point de mesure pour l’analyse. Cette équation tient compte 
du flux en direction inverse et il s’agit de la méthode de calcul suggérée par la revue sur l’essai Caco-2 
de Nature Protocols.50–52 Une méthode de calcul plus simple souvent rencontrée dans la littérature assume 
une condition de « free sink », c’est-à-dire que l’on suppose que le composé ne va que dans une seule 
direction, du puits donneur vers le puits accepteur.43,49 Or, si on laisse l’essai atteindre l’équilibre 
thermodynamique, les concentrations des deux compartiments deviendront éventuellement égales et la 
perméabilité observée sera nulle. La supposition de la condition free sink n’est donc valable que dans les 
cas où les perméabilités observées sont basses. En effet, la concentration du puits accepteur devrait 
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augmenter de façon non linéaire dans le temps, puisqu’à mesure que sa concentration augmente, la 
perméabilité en sens inverse (accepteur vers donneur) gagne en importance.  
 
Afin d’assurer une certaine fiabilité, il est commun dans les tests de perméabilité de calculer la balance 
massique.43,50 Il s’agit du rapport entre la masse initiale de composé et la somme des masses retrouvées 
dans les deux compartiments. En théorie, ce rapport – exprimé en pourcentage – devrait être de 100 %. 
Cependant, certains composés peuvent adhérer aux parois de plastique ou se retrouver piégés dans la 
membrane ou dans les cellules, ou encore être métabolisés au niveau des entérocytes. On juge 
généralement acceptables les balances massiques ayant jusqu’à 15 % d’écart.53,54 Les perméabilités 
obtenues sont typiquement exprimées en 10-6 cm⋅s-1, bien que la mesure nm⋅s-1 soit également rencontrée 
dans la littérature. Dans l’analyse des résultats, il est souvent pratique de comparer les valeurs en 
logarithme (i.e. -log(Papp)). 
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I.2.1. L’essai PAMPA 
L’essai PAMPA implique une membrane artificielle qui mime la double couche lipidique des cellules.44 
Pour ce faire, différentes formulations sont référencées dans la littérature, dont 1 % lécithine dans le 
dodécane, 2 % lécithine dans le dodécane, 10 % lécithine dans le dodécane, différents mélanges de 
phospholipides, uniquement de l’hexadécane, 5 % hexane dans l’hexadécane.51,55,56 De plus, le terme 
« lécithine » est assez vague et désigne le mélange de substances amphiphiles extraites de sources 
naturelles. Ce mélange est constitué principalement de phospholipides, qui sont la composante principale 
des membranes cellulaires.57 Différents grades sont accessibles commercialement, qui correspondent à 
l’isolation avec un haut taux de pureté de certains phospholipides, notamment la phosphatidylcholine. 
Enfin, il subsiste une ambiguïté lors de la mise en place du test, quand on parle d’une « membrane », car 
généralement aucune caractérisation n’est faite et un mélange de mono-, bi- et multicouches lipidiques 
est possible.43,58 
 
Le pH des solutions tampons peut être choisi pour mimer différentes parties du système digestif et il est 
également possible d’utiliser des pH différents pour la plaque donneuse et la plaque acceptrice.43,45 La 
grande modularité fait de l’essai PAMPA sa force et sa faiblesse, puisqu’elle rend difficile la comparaison 
des valeurs absolues obtenues par différents groupes de recherche.59 D’autres paramètres pouvant être 
modulés avec un grand impact sur la perméabilité observée sont par exemple la température, la vitesse 
d’agitation, l’épaisseur de la membrane utilisée et ces valeurs ne sont pas toujours toutes rapportées.43,60 
Des composés de référence sont utilisés afin de mieux pouvoir comparer les résultats entre différentes 
expériences (Figure 5). Le vérapamil (grande perméabilité) et le furosémide (faible perméabilité) sont 
deux composés pouvant jouer ce rôle, car leur perméabilité a souvent été reportée dans différentes 
conditions.44,45,53,55,56,61,62 
 
    
Vérapamil      Furosémide 
Pe = 14 x 10-6 cm/s     Pe = 0.013 x 10-6 cm/s 
 
Figure 5 : Deux composés de référence pour la mesure de perméabilité. Ces valeurs 
ont été mesurées à pH = 7.462 
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I.2.2. L’essai Caco-2 
Dans cet essai de perméabilité, on utilise comme membrane une monocouche de cellules épithéliales 
tumorales isolées du gros intestin (carcinomes de colon).63 Ces cellules ont été cultivées de façon à leur 
donner un phénotype morphologique et fonctionnel se rapprochant des entérocytes du petit intestin et 
sont utilisées couramment pour l’évaluation de la perméabilité.45,46 Elles expriment différents 
transporteurs et protéases transmembranaires, notamment la Pgp.64 Cela signifie que les composés étudiés 
dans l’essai Caco-2 peuvent être transportés activement vers l’intérieur de la cellule ou vers l’extérieur. 
Comme il s’agit d’une monocouche de cellules polarisées, elles expriment davantage de Pgp, qui est en 
fait un mécanisme de protection protégeant l’absorption de substances toxiques, d’un côté que de 
l’autre.65,66 Le côté en contact avec la solution du puits donneur est nommé « apical » et celui en contact 
avec la plaque acceptrice est désigné par l’adjectif « basolatéral ». Comme il s’agit d’une membrane 
biologique, la relation structure-perméabilité est beaucoup plus difficile à prédire, vu la présence du 
transport actif et du métabolisme intracellulaire (les cellules Caco-2 contiennent elles aussi des 
cytochromes P450 qui participent au métabolisme présystémique).65,67 
 
Une autre particularité de l’essai Caco-2 est que l’on fait l’expérience deux fois : d’abord comme pour 
PAMPA, en mettant le composé dans le puits supérieur (A), puis une deuxième fois en mettant le composé 
dans la plaque du côté basolatéral (B) et la solution tampon du côté apical.50 Si le composé est un substrat 
pour un transporteur d’efflux et qu’on le place du côté basolatéral, la perméabilité observée sera plus 
grande de B vers A.66 Le ratio des perméabilités observées en Basolatéral → Apical et en 
Apical → Basolatéral (communément appelé le rapport BA/AB) est utilisé pour déterminer l’efflux.50 
Contrairement à l’essai PAMPA, la membrane doit être bien caractérisée et il doit s’agir d’une 
monocouche. Afin de s’assurer de son intégrité, des mesures de résistance électrique transépithéliale 
(TEER) sont prises avant et après le test de perméabilité.50 Tout comme les essais PAMPA, des composés 
de référence sont utilisés. Les valeurs de perméabilité obtenues en Caco-2 corrèlent généralement avec 
celles obtenues en PAMPA, avec quelques exceptions notamment dans les cas impliquant des 
transporteurs (Tableau 4). 
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Tableau 4 
Substance F%‡68 
Solubilité H2O 
(mg/L)69,70 
logD 
pH=7.4(68) 
PAMPA pH=7.4 
(106 cm/s)68 
Caco-2 
(106 cm/s)68 
Ratio 
d’efflux 
(BA/AB)62 
Propranolol 93 61.7 1.26 23.5 41.9 5.56 
Aténolol 52 13 300 -1.29 0.0 0.2 NA 
Érythromycin 35 2 000 1.26 0.1 3.73 NA 
Zidovudine 98 20 100 -0.58 4.9 6.93 NA 
Cyclosporine 35 27.7(71) 2.31 0.3 0.9 NA 
Furosémide 60 73.1 -0.69 0.6 0.12 2.27 
Vérapamil 98 4.47 2.66 7.4 2.4(62) 4.35 
Antipyrine 100 51 900 0.34 13.2 28.2 0.29 
‡ F% : Biodisponibilité orale 
D’autres lignées cellulaires peuvent être utilisées pour déterminer la perméabilité, notamment les cellules 
MDCK (Madin-Darby canine kidney) et leurs dérivées LE-MDCK (Low efflux Madin-Darby canine 
kidney) exprimant peu de Pgp.72 L’avantage de ce type de cellule est qu’entre trois et cinq jours de culture 
sont nécessaires alors que les cellules Caco-2 ont besoin d’environ trois semaines.50,72,73 Par contre, la 
Pgp humaine et la Pgp canine sont différentes et certains médicaments peuvent être substrats de l’un et 
non de l’autre.72,74–76 
  
I.3 L’intérêt des macrocycles 
On désigne généralement par le terme « macrocycle » un cycle comprenant 12 atomes et plus. Ce genre 
de structure suscite un intérêt grandissant en chimie médicinale (Figure 6). Plusieurs composés 
macrocycliques sont approuvés par la FDA – environ 70 en 2013 – et de nombreux en développement 
clinique.77 La majorité de ces composés a été obtenue par isolation de source naturelle ou par dérivation 
d’un composé naturel.78 Dans la sous-catégorie des peptides cycliques, comme le Linaclotide, les 
cyclisations par un pont disulfure sont fréquentes.79 
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Figure 6 : (haut) Intérêt croissant des macrocycles, basé sur une recherche des termes « macrocycle + 
drug » et « drug » sur SciFinder. (bas) Deux exemples de composés macrocycliques approuvés par la 
FDA. 
 
La macrocyclisation présente des avantages tant au plan pharmacodynamique que pharmacocinétique par 
rapport à des analogues linéaires. Dans les sections qui suivent, ces avantages seront discutés en portant 
une attention particulière aux macrocycles de nature peptidique. 
 
I.3.1. Les peptides comme agents thérapeutiques 
Les peptides occupent un espace peu occupé en terme de masse moléculaire : ils sont situés entre les 
« petites molécules » (MW < 500) et les « biopharmaceutiques » (MW > 5000) et sont fréquemment 
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utilisés pour la validation de cible.80 L’avènement de la synthèse sur phase solide, développée initialement 
par Bruce Merrifield81, puis son automatisation, ont rendu la chimie peptidique très accessible, ce qui a 
permis de générer facilement beaucoup de composés. De plus, la grande diversité des résidus (acides, 
basiques, polaires non ioniques, hydrophobes et aromatiques) permet d’atteindre des affinités élevées 
avec différentes cibles et donne au chimiste médicinal de bons outils pour établir une relation 
structure-activité. À la vingtaine d’acides aminés naturels s’ajoutent de nombreux acides aminés 
synthétiques accessibles commercialement. Une recherche d’acides α-aminés non protégés, 
commercialement accessibles, excluant les sels et les isotopes relève plus de 120 000 composés sur 
SciFinder. Tout ceci est particulièrement avantageux dans ce domaine où le cycle 
conception-synthèse-essai-analyse est typiquement long.82 Il y a donc un grand intérêt à pouvoir étendre 
le champ d’application des peptides jusqu’à des principes actifs, tout en conservant l’aspect de simplicité 
dans la fabrication.80,83–85⁠  
 
Le principal défi se situe au niveau pharmacocinétique : les peptides sont la cible de protéases, présentes 
dans l’ensemble de l’organisme86 et jouant un rôle particulièrement important dans la digestion.83,87 De 
plus, leur grande surface polaire les rend peu aptes à traverser les membranes. Ainsi, malgré une grande 
demande pour des médicaments peptidiques disponibles oralement et malgré les solutions proposées dans 
ce but, seules la cyclosporine et le linaclotide sont accessibles en formulation orale – sachant que le 
linaclotide est peu absorbé et agit au niveau du tractus gastro-intestinal même.88–94⁠ Les peptides 
constituent cependant de bons médicaments si une administration parentérale (i.v., s.c. ou i.p.) est désirée. 
Par exemple, l’insuline – l’une des plus grandes avancées pharmaceutiques canadiennes –, est un peptide 
de 51 résidus généralement administré par injection sous-cutanée.3,95 
 
Différents bioisostères du lien amide (Figure 7) ont été utilisés pour contrer à la fois le problème de 
surface polaire élevée et celui de la protéolyse.93,96⁠ On retrouve par exemple des hétérocycles97 ⁠, esters98–
100⁠, alcènes101,102, fluoroalcènes102,103⁠, thioamides104⁠, etc.93,105,106⁠ Les molécules basées sur les peptides, 
mais comprenant des fragments non peptidiques sont désignées par le terme « semi-peptidique ». 
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Figure 7 : Bioisostères d’amide 
 
L’alkylation de l’azote du lien amide – le plus souvent par une N-méthylation – est une modification 
connue pour aider la stabilité protéolytique et la perméabilité.107–111⁠ On enlève ainsi un donneur de pont 
H, ce qui a pour effet de diminuer la surface polaire et qui corrèle généralement avec une meilleure 
perméabilité. Une stratégie analogue à la N-méthylation d’acides aminés est leur remplacement par des 
N-alkylglycines (peptoïdes), où la chaîne latérale, normalement sur le carbone α, se trouve sur l’azote 
(Figure 8). 
 
 
Figure 8 : Comparaison entre peptide et peptoïde 
 
Les résidus de type peptoïde, contrairement aux résidus peptidiques, possèdent un azote tertiaire 
incapable d’être donneur de pont hydrogène, et sont achiraux. Il s’agit d’une différence importante au 
point de vue conformationnel : les ponts hydrogènes sont à la base des structures secondaires retrouvées 
dans les protéines. Néanmoins, les peptoïdes ont tout de même été utilisés pour induire certaines 
structures secondaires, par un effet similaire à la proline (Figure 9).112,113⁠ Le lien peptidique des acides 
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aminés naturels est en effet très majoritairement trans (environ 1000:1, ~54-58 kJ mol-1) dû à la répulsion 
stérique entre les hydrogènes en Cα et ceux de la chaîne latérale, mais ce rapport passe à environ 3:1 dans 
le cas de la proline ou des peptoïdes.114,115⁠ Cette différence s’explique par la plus faible différence 
d’encombrement entre les deux rotamères, qui se traduit par une barrière de rotation plus basse.115 
 
Figure 9 : Équilibre cis-trans 
  
I.3.2. La restriction conformationnelle 
Une observation qui a souvent été faite en conception de médicament est l’effet du « méthyle magique ». 
L’addition d’un méthyle au bon endroit peut parfois avoir un effet drastique sur les propriétés 
pharmacodynamiques ou pharmacocinétiques.116⁠ Pourtant, il n’exerce qu’un faible effet sur les propriétés 
électrostatiques et hydrophobes globales. Sa contribution est généralement attribuée à un effet stérique, 
soit en relation à la cible, soit en exerçant une influence sur la conformation de la molécule. Dans ce 
dernier cas, on note par exemple que la substitution d’un hydrogène par un méthyle augmente la barrière 
rotationnelle autour des liens voisins.106,117 Un exemple simple de ce phénomène est observé avec le 
méthylcyclohexane (Figure 10), où la conformation possédant le méthyle en position équatoriale est 
environ 20x plus peuplée que celle possédant le méthyle en position axiale à 25° C (ΔE= 7.5 kJ∙mol-1).118 
 
méthyle équatorial méthyle axial
20:1
 
Figure 10 : Équilibre conformationnel du méthylcyclohexane 
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La restriction conformationnelle est donc un outil d’intérêt pour le chimiste médicinal. Comme discuté 
précédemment pour les macrocycles, ces restrictions amènent un changement du paysage 
conformationnel menant à des propriétés différentes malgré des structures 2D similaires. Ceci va dans le 
même sens que les observations de Veber, c’est-à-dire vers l’importance des propriétés de la structure 
tridimensionnelle et la diminution du nombre de liens libres. Cette stratégie de rigidification est 
particulièrement utilisée lors de l’optimisation d’une tête de série (lead) et peut amener une meilleure 
affinité119–121⁠, une meilleure sélectivité122,123⁠ et de meilleures propriétés pharmacocinétiques124,125. Ce qui 
est particulièrement intéressant dans cette approche, c’est que pas ou peu de poids moléculaire est ajouté 
pour biaiser substantiellement la conformation de la molécule. Un exemple particulièrement illustratif est 
celui des agonistes de GPR119 développés par le groupe de Schofield (Tableau 5) où l’ajout d’un pont 
éthylène au bon endroit vient changer l’orientation du carbamate et permet d’augmenter l’affinité d’un 
facteur >100.124 
 
 
Tableau 5 
 
Noyau IC50 humain (µM) EC50 humain (µM) 
 
0.351 0.065 
 
0.017 0.019 
 
0.092 0.079 
 
0.003 0.011 
 
I.3.3. Avantages pharmacodynamiques des macrocycles 
La macrocyclisation a pour effet de rigidifier la structure et cette augmentation de la rigidité peut être 
contrôlée afin de sélectionner une conformation ayant une bonne affinité envers une cible 
thérapeutique.126,127 Le concept d’affinité se retrouve dans toutes les interactions cible-ligand; cette 
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dernière est généralement quantifiée par la constante de dissociation (Kd) du ligand.3 Elle représente le 
rapport entre les concentrations de ligand libre (L) et de cible libre (C) sur la concentration de complexe 
cible-ligand (LC) : 
 
Équation 2 ?? = ??????????   
 
Comme il s’agit d’une constante d’équilibre, on y associe une énergie libre (ΔGd) par : 
 
Équation 3 ∆?? = −????(??) 
 
L’énergie libre de dissociation est la différence de l’enthalpie de dissociation (ΔHd) et l’entropie de 
dissociation (ΔSd) :  
 
Équation 4 ∆?? = ∆?? − ?∆?? 
 
On peut séparer ces deux termes et analyser l’importance de chacun par rapport à l’affinité.  
L’enthalpie traduit les interactions moléculaires entre la cible et le médicament. Ces interactions sont de 
plusieurs types, incluant les interactions ioniques, dipôle-dipôle, hydrophobes, pont hydrogène, et 
aromatiques.128 La conception d’un ligand pouvant adopter une conformation qui maximise ces 
interactions est rationnelle quand la structure de la cible est connue. Cependant, même quand c’est le cas, 
l’entropie doit également être considérée. Différentes études se sont penchées sur ce sujet et suggèrent 
que dans la conception de médicaments, une première étape d’optimisation enthalpique soit suivie par 
une optimisation entropique.129–131 Faire cette deuxième optimisation peut, en effet, amener des variations 
importantes au point de vue affinité et sélectivité.  
 
On distingue deux contributions entropiques. Compte tenu du fait que l’eau doit s’organiser pour 
solubiliser les molécules, une première contribution – favorable – est qu’après l’association du ligand à 
la cible, les surfaces qui interagissent ne sont plus exposées à l’eau.132,133 Ce faisant, le facteur entropique 
de l’eau diminue, puisque moins de molécules sont impliquées dans la solvatation. En effet, lorsque les 
molécules d’eau solvatent une cible, qui possède une topologie ordonnée, ces molécules d’eau sont dans 
un état d’ordre plus élevé que si elles sont impliquées dans des liens avec d’autres molécules d’eau. La 
deuxième contribution – défavorable – est liée à la rigidification. En effet, pour s’associer à la cible, le 
ligand doit passer d’une structure flexible à une conformation hautement organisée, ce qui correspond à 
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un terme entropique élevé amenant une diminution de l’affinité (Kd élevée).134,135⁠ Dans ce contexte, 
l’intérêt des structures macrocycliques est qu’elles possèdent moins de degrés de liberté que leurs 
analogues linéaires.136⁠ Cette rigidité intrinsèque diminue le coût entropique associé au changement de 
conformation pendant la liaison. Bien sûr, pour que ceci soit vrai, la macrocyclisation doit se faire de telle 
sorte que la conformation liante soit facilement accessible. De plus, cet avantage thermodynamique est 
obtenu en « payant » le prix entropique durant la synthèse lors de l’étape de macrocyclisation : ces 
réactions se font typiquement à très basses concentrations (<0.05 mmol/L).126,127⁠ Si l’on considère ceci 
sous l’angle des paramètres de Veber, le nombre de liens libres est plus petit dans une molécule cyclique 
que dans une molécule linéaire, bien que dans le cas de macrocycles il reste un certain degré de liberté 
dans les liens endocycliques, toutefois inférieur à celui que l’on retrouve dans une molécule linéaire. 
 
Un autre avantage de cette augmentation de la rigidité dans les macrocycles est la possibilité de mimer 
des structures secondaires de protéines127,137,138⁠ tel un feuillet β139,140, un tournant β141⁠ ou une hélice142 ⁠⁠ 
(Figure 11). C’est ce contrôle de la structure tridimensionnelle qui permet de cibler des interactions 
protéine-protéine (IPP) avec des macrocycles78,138.  
 
 
Figure 11 : Arrangement d’un peptide en (gauche) feuillet β 
et en (droite) tournants α, β et γ137 
 
Un exemple de mimétisme de structures secondaires est celui de l’inhibiteur de la protéase HIV-1 
synthétisé par le groupe de David P. Fairlie (Figure 12).143 La macrocyclisation a pour effet de restreindre 
le cycle dans une conformation se rapprochant de celle formée par un feuillet β, forme qui est observée 
comme étant la conformation active des inhibiteurs linéaires de cette protéase.  
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Figure 12 : (gauche) Superposition d’un bicycle mimant un feuillet β sur les conformations liantes de 
12 inhibiteurs de HIV-1 connus. (droite) La trajectoire de dynamique moléculaire montre que les liens 
reliant les deux cycles sont très flexibles, mais que les cycles demeurent relativement rigides.143 
Reproduit avec la permission de American Chemical Society, copyright 1996. 
 
Les IPP sont une classe de cibles jusqu’à présent difficiles à exploiter, mais possédant un énorme intérêt 
pharmacologique.144 Pour cause, on en retrouve dans la majorité des processus biologiques, mais elles 
sont considérées comme difficiles à cibler : contrairement à la majorité des autres classes de cibles (e.g. 
enzymes, GPCRs) qui présentent des pochettes dans lesquelles peuvent venir s’insérer de petites 
molécules, les surfaces d’interaction entre deux protéines sont typiquement grandes et souvent 
planaires.145–147 L’espace chimique des IPP représente plusieurs centaines de milliers de membres; c’est 
donc un nouvel espace chimique qui vaut la peine que l’on développe des molécules performantes.148–150 
Jusqu’à maintenant, les petites molécules traditionnelles, qui ont été optimisées pour des cibles possédant 
des poches de liaison plus petites et mieux définies que les IPP, ont donné des résultats assez médiocres 
contre les IPP.151 Par exemple, lors de la recherche d’un inhibiteur de la protéase NS3 du virus de 
l’hépatite C (Figure 13), le groupe de recherche de Boehringer Ingelheim a comparé les concentrations 
inhibitrices médianes (IC50) d’un composé linéaire et d’un analogue macrocyclique et a observé une 
efficacité plus élevée pour le macrocycle. 
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Figure 13 : Comparaison d’efficacité entre deux composés inhibant la protéase NS3 du virus de 
l’hépatite C.152 
 
Un autre exemple est celui des inhibiteurs de métalloprotéinases développés par Merck (Tableau 6).153 
Dans ce cas, une haute sélectivité pour MMP-8 a pu être obtenue avec un composé macrocyclique. Cet 
exemple montre un autre avantage des molécules rigides : un paysage conformationnel restreint signifie 
moins d’interactions possibles sur d’autres cibles que celle pour laquelle la molécule a été conçue.  
 
Tableau 6 
 
 Ki (nM)153 
Composé MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-8 MMP-9 
Linéaire 2860 1533 14088 293 404 
Cyclique 2500 8100 13500 17 6600 
 
 
Le contrôle de la structure secondaire prend donc toute son importance si on veut interagir de façon 
sélective avec des surfaces étendues et structurées. Les macrocycles, en possédant un poids moléculaire 
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supérieur aux petites molécules classiques et en exposant des pharmacophores parfois distants, mais dans 
une topologie bien définie, ont ainsi le potentiel d’accéder à ces cibles sans pour autant avoir un poids 
moléculaire trop élevé. Le succès récent de peptides agrafés (stapled peptides) en hélices α par des 
chaînons non peptidiques illustre bien ce cas.154–156 Par exemple, le groupe de Verdine a développé des 
peptides agrafés en hélices α (Figure 14) qui sont capables d’interférer avec le complexe β-catéine/TCF4 
(T Cell Factor 4).155 Ces peptides ont été conçus à partir d’un fragment de l’Axin-1 (« fAxWT »), connu 
pour se lier à la β-catéine par son motif d’hélice α. On remarque que la position de l’agrafe sur le peptide 
amène de grandes variations en affinité. 
 
Figure 14 : Résultats du groupe de Verdine sur l’inhibition du complexe β-catéine/TCF4 à l’aide de 
peptides agrafés en hélices α.155 (A) Procédé de macrocyclisation par métathèse croisée. (B) Courbes de 
dichroïsme circulaire utilisées pour caractériser la structure secondaire. (C) Séquence des composés, 
niveau d’hélicité et constantes d’affinité. Reproduit et adapté avec la permission de National Academy 
of Sciences, copyright 2012. 
 
On retrouve des exemples de macrocycles isolés de source naturelle qui ciblent des interactions 
protéine-protéine. 78,144 La cyclosporine (Figure 15), isolée du champignon Tolypocladium inflatum et 
utilisée comme immunosuppresseur pour la transplantation d’organes, est à cet égard probablement 
l’exemple le plus connu.157 
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Figure 15 : Cyclosporine 
Son mécanisme d’action canonique (Figure 16) consiste à réduire l’activité des lymphocytes T, en 
empêchant la formation du complexe entre la calcineurine et la cyclophiline en venant se lier elle-même 
à la cyclophiline. Ceci mène ultimement à une diminution de la production d’interleukine 2 (IL-2), qui 
est directement reliée à la réponse immuntaire.158 La cyclosporine a également un effet sur les kinases 
JNK et p38, qui mène également à une diminution d’IL-2.159,160 Ceci suggère que la cyclosporine est 
capable d’adopter différentes conformations lui permettant d’interagir avec de multiples cibles. De plus, 
sa haute perméabilité s’explique par sa capacité à former des ponts H intramoléculaires (voir section 
suivante), ce qui fait de la cyclosporine une molécule hautement « caméléonique ».161,162 
 
Figure 16 : Mécanisme d’action de la cyclosporine (CsA) et du tacrolimus (FK506)163 Reproduit avec la 
permission de Cambridge University Press, copyright 2000. 
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I.3.4. Avantages pharmacocinétiques potentiels des macrocycles 
Les macrocycles peptidiques peuvent être obtenus par cyclisation entre deux résidus ou en impliquant un 
ou deux termini (Figure 17). La cyclisation impliquant l’acide et/ou l’amine terminal en particulier est 
alors intéressante au niveau de la stabilité protéolytique, car certaines classes de protéases reconnaissent 
et clivent les fonctions terminales (exopeptidases).93,105,164⁠ De plus, la structure plus rigide d’un composé 
macrocyclique peut être modulée pour en faire un moins bon substrat de ces enzymes, qui reconnaissent 
généralement une conformation de brin β, ou au contraire pour forcer une conformation en brin β si on 
veut en faire des inhibiteurs à protéases.165–167⁠  
 
 
Figure 17 : Différents modes de macrocyclisation d’un peptide. 
 
Du point de vue de la perméabilité, les peptides cyclisés tête-à-queue sont donc généralement meilleurs, 
puisqu’ils perdent du fait même deux groupements ionisés aux pH physiologiques.43 Un autre facteur est 
la réduction de la liberté de rotation des liens endocycliques. En effet, selon les règles de Veber, le nombre 
de liens libres est un facteur majeur défavorable pour la biodisponibilité orale.40 Comme vu 
précédemment, les liens amides dont sont composés les peptides ont l’avantage d’être rigides, avec une 
conversion cis-trans lente. Du fait de la structure cyclique, les autres liens composant le macrocycle sont 
donc également plus contraints (la Figure 12 l’illustre bien).143 Malgré ces avantages, les multiples liens 
peptidiques sont source d’une surface polaire élevée limitant la perméabilité. Une première approche 
proposée pour contrer cet effet s’inspire de la cyclosporine, qui compte sept résidus N-méthylés et un 
résidu de stéréochimie D. Les groupes de Kessler et de Hoffman ont étudié l’effet de ces deux 
modifications sur différents macrocycles et n’ont rapporté aucune corrélation entre la perméabilité 
passive et le nombre de N-méthylations, mais ont noté les grandes variations observées en fonction de 
leur position au sein du macrocycle.161,168 Le groupe de Lokey a développé une méthode computationnelle 
prédictive, permettant dans une certaine mesure de faire ressortir des corrélations entre structure et 
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perméabilité.169,170⁠ Le paramètre présentant la meilleure corrélation dans leur analyse, présenté ci-dessous 
(Figure 18), est l’énergie d’insertion ΔGi : 
 
Figure 18 : Modèle proposé par Lokey et al. 
 
ΔGi correspond à la différence d’énergie entre la conformation la plus basse en énergie dans un milieu 
hydrophobe comparée à la même conformation en milieu hydrophile. La comparaison du ΔGi simulé et 
de la perméabilité en essai PAMPA de 11 composés a donné un coefficient de corrélation R2 de 0.96, ce 
qui semble valider ce paramètre comme un bon prédicteur de perméabilité. D’autres paramètres corrèlent 
moins bien, par exemple le nombre de ponts H intramoléculaires (bien qu’il s’agisse de nombres discrets) 
et la surface polaire totale.169 
 
L’aptitude d’une molécule à changer de conformation – une présentant une surface polaire élevée, pour 
être soluble en milieu aqueux, et l’autre la masquant, pour être soluble dans les membranes lipophiles – 
a été proposée comme la clé de l’utilité pharmacologique des macrocycles.162 Le groupe de Kihlberg a 
également essayé de trouver une corrélation entre la perméabilité de différents types de macrocycles et 
certaines propriétés physico-chimiques.171⁠ Cependant, la corrélation obtenue correspond à un ensemble 
de solutions comprenant plusieurs coefficients (un total de 21 incluant logP, aromaticité, nombre de 
cycles, etc.) pour relativement peu de composés (214 macrocycles). 
 
Bien que la corrélation entre surface polaire et perméabilité soit généralement forte, de récentes études 
sur des peptides cycliques démontrent qu’une alkylation complète des amides mène à une perte de 
perméabilité (Figure 19).111,172⁠ Les résultats de ces études ont mené à l’hypothèse selon laquelle il est 
préférable de conserver certains ponts H intramoléculaires stabilisants lors du passage en milieu lipophile 
(i.e. la double couche lipidique), ce qui est important pour ce qu’on pourrait appeler « caméléonisme » 
du composé, soit la capacité d’exposer ou de masquer différents groupements en fonction du milieu dans 
lequel il se trouve.162  
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Figure 19 : Effet de différentes substitutions d’un acide aminé par un peptoïde sur la perméabilité 
apparente de cellules MDCK-LE.172 Reproduit et adapté avec la permission de American Chemical 
Society, 2015. 
 
Même avec les avancées de la chimie computationnelle, il demeure difficile de décrire avec une bonne 
précision le paysage conformationnel des molécules macrocycliques. Les champs de force développés 
pour les protéines n’arrivent pas à prédire avec une bonne précision les conformations les plus stables des 
macrocycles peptidiques, bien que certains nouveaux champs de force soient en développement pour 
pallier à cette limitation.173 
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I.3.5. Macrocycles semi-peptidiques 
Afin de pouvoir exercer un plus grand contrôle à la fois sur la conformation des peptides cycliques et sur 
leurs propriétés pharmacocinétiques, l’incorporation d’une portion non peptidique a été envisagée par 
plusieurs groupes de recherche.127,174–176 Cette stratégie permet de tirer profit des hautes affinités et de la 
facilité de construction des peptides tout en conservant un levier synthétique pouvant influencer la 
conformation globale. De plus, l’assemblage de différents chaînons sur une même séquence d’acides 
aminés permet la production en parallèle de grandes librairies de composés. Par exemple, le groupe de 
Tranzyme a incorporé différents chaînons non peptidiques dans leur design d’agonistes de la ghréline et 
ont synthétisé plus de 20 000 macrocycles.175 Leurs résultats (Tableau 7) montrent clairement les effets 
possibles suite à l’optimisation du chaînon, tant en pharmacocinétique qu’en pharmacodynamique. 
 
 
Tableau 7 
 
Composé Substitution Ki (nM) EC50 (nM) CL (mL∙min-1∙kg-1) F% 
a R2 = (R)-Me 16 29 ND ND 
b aucune 7.3 ND 72 ND 
c R2 = (S)-Me 9.0 760 64 ND 
d (voir dessin) 0.9 85 13 ND 
e R3 = F 2.6 27 28 36 
f R2 = (R)-Me, R3 = F  61 ND 9 15 
Figure 20 : Sélection de macrocycles semi-peptidiques agonistes de la ghréline.175 
 
On remarque notamment les grandes différences d’activité entre les composés a et c, qui ne diffèrent 
que par la stéréochimie d’un méthyle du chaînon. 
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I.4 Description du projet 
I.4.1. But et hypothèses 
Ce projet de maîtrise a pour hypothèse que l’insertion d’un biais conformationnel au sein d’un macrocycle 
peut permettre de moduler la perméabilité. Afin de vérifier cette hypothèse, deux types de biais 
conformationnels ont été envisagés : sur le squelette peptidique et sur le chaînon. Les objectifs suivants 
ont été proposés : synthétiser une petite librairie de composés portant ces modifications et évaluer leur 
perméabilité par les essais PAMPA et Caco-2. 
 
I.4.2. Design 
La conception des macrocycles à synthétiser a été faite de façon à varier un seul paramètre à la fois. Afin 
d’imposer une contrainte conformationnelle sur le squelette, différentes modifications structurales étaient 
envisageables et plusieurs avaient déjà été étudiées, particulièrement la N-méthylation177,178⁠ et 
l’utilisation d’acides aminés de stéréochimie non-naturelle170,177,179. L’usage d’un peptoïde (Figure 21) 
est apparu judicieux : non seulement peu de recherche a déjà été faite sur l’incorporation de peptoïdes 
dans des macrocycles, mais il s’agit d’une modification n’entraînant aucune différence dans le poids 
moléculaire tout en ayant différents effets par rapport à l’amide : géométrie différente, flexibilité cis-trans 
accrue, perte du donneur de pont H, meilleur accepteur de pont H. Pour la contrainte conformationnelle 
imposée par le chaînon, l’incorporation d’un groupement méthyle à différents endroits et de différentes 
stéréochimies a été le choix retenu. Pour observer les plus grandes différences entre les composés, il est 
probable que l’usage d’un groupement plus encombré (e.g. tert-butyle) aurait été préférable, mais la 
comparaison avec les composés sans ce groupement aurait été difficile, car en plus d’imposer une grande 
contrainte conformationnelle, le tert-butyle vient également beaucoup changer la lipophilicité de la 
molécule. C’est pourquoi le méthyle nous est apparu comme un modulateur plus spécifique à la rigidité. 
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Figure 21 : Description graphique des modifications envisagées. 
 
Toujours dans l’optique de faire varier un minimum de paramètres, certains choix ont été faits tôt dans la 
conception, incluant la taille du cycle – fixée à 15 atomes – et la séquence d’acides aminés. Les résidus 
Phe, Leu et Ala ont été choisis, car leurs chaînes latérales possèdent des signaux 1H RMN facilement 
identifiables, ce qui facilite les caractérisations à l’issue de la synthèse et pour les études 
conformationnelles. Aussi, il s’agit de résidus lipophiles, donc permettant d’avoir une certaine 
perméabilité de base. Comme l’intérêt de l’étude était d’évaluer l’étendue des perméabilités générées, il 
était important d’obtenir la plus grande plage de détection possible. L’utilisation d’un groupement 
aromatique (i.e. le groupement phényle de la phénylalanine) a également assuré un suivi plus facile par 
spectroscopie UV. Le chaînon qui a été utilisé est un acide aminé de cinq carbones portant un groupement 
méthyle chiral en position 2, 3, 4 ou 5, ce qui donnait un total de neuf chaînons, incluant celui ne portant 
pas de groupement méthyle (Figure 22). 
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Figure 22 : Liste des neuf chaînons sélectionnés 
 
La nature des macrocycles ainsi établie, on obtient une librairie (Figure 23) comprenant neuf isomères de 
position du méthyle (incluant son absence) et quatre motifs de substitutions peptoïdiques (incluant 
aucune) pour une somme de 36 composés. Suite aux résultats obtenus, deux macrocycles 
supplémentaires, décrits plus loin, ont été synthétisés pour un total de 38.  
 
 
Figure 23 : Description de la librairie, incluant 2 exemples décrivant la nomenclature choisie 
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On a attribué à ces composés des noms correspondant aux deux variables qui les distinguent, présentées 
dans le tableau précédent. Le macrocycle ayant subi une substitution par un peptoïde sur le résidu leucine 
et comprenant un groupement méthyle en position 3 de stéréochimie R s’est vu attribuer le nom Nleu-3R. 
La nomenclature des peptoïdes diffère d’un groupe de recherche à l’autre, le style utilisé par Paul A. 
Bartlett a été utilisé où l’abréviation de l’acide aminé en trois lettres minuscules est précédée de « N ».180 
Pour représenter les cas où il n’y a pas eu de substitution ou pour représenter l’absence de méthyle, le 
symbole d’ensemble vide (∅) est utilisé.  
 
I.5 Approche rétrosynthétique 
La stratégie de synthèse a été conçue en trois étapes : (1) synthèse du chaînon, (2) synthèse sur support 
solide du peptide puis accrochage du chaînon et clivage de la résine, (3) macrocyclisation en solution. 
Les synthèses de composés chiraux peuvent poser des problèmes particuliers, soit au moment de 
l’installation du centre chiral, soit pour le caractériser, puis pour éviter la racémisation lors des étapes 
subséquentes. La première stratégie envisagée reposait sur l’hydrogénation asymétrique de Noyori, car 
ce type de transformation est prévalent pour l’introduction d’un centre chiral.181 
 
I.5.1 Hydrogénation asymétrique 
Ce premier plan rétrosynthétique (Figure 24) a été conçu afin de synthétiser les chaînons 2-Me et 3-Me 
en s’inspirant d’une publication du groupe de Noyori, qui rapporte l’hydrogénation asymétrique de 
différents acides α,β-insaturés avec différents substituants.182 L’avantage de cette voie de synthèse était 
qu’elle permettait de faire la synthèse jusqu’à l’alcène et à partir de cet intermédiaire avancé commun, 
produire les deux énantiomères séparément en changeant de catalyseur.  
 
Comme certains problèmes ont été rencontrés avec cette voie de synthèse (voir Chapitre 1), des stratégies 
rétrosynthétiques différentes ont été choisies pour chacun des quatre chaînons et sont décrites ci-dessous. 
Dans tous les cas, les chaînons portent un groupement protecteur sur la fonction amine compatible avec 
la chimie sur support solide. 
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Figure 24 : Rétrosynthèse par hydrogénation asymétrique de Noyori 
 
I.5.2. Méthyle en position 2 
Comme il s’agit ici du carbone en alpha du carbonyle, l’utilisation d’un auxiliaire du type oxazolidinone 
chiral a semblé être un bon choix (Figure 25). La synthèse de l’acide aminé non-protégé avait déjà été 
réalisée par un autre groupe183 qui utilise la fonction azoture comme précurseur relativement inerte de 
l’amine. 
 
 
 
Figure 25 : Rétrosynthèse des chaînons 2-Me 
 
 
I.5.3. Méthyle en positions 3 et 4 
Plusieurs approches ont été imaginées pour ces deux composés. L’éloignement des centres chiraux par 
rapport aux groupements terminaux les rendait plus difficiles à faire dans un nombre d’étapes 
raisonnables. L’idée d’utiliser le citronellol chiral comme produit de départ commun a permis de résoudre 
ce problème pour les deux composés (Figure 26). 
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Figure 26 : Rétrosynthèse des chaînons 3-Me et 4-Me. Pour simplifier la 
figure, seule la rétrosynthèse d’une des deux paires d’énantiomères est 
montrée. 
 
Le citronellol possède deux fonctions terminales distinctes de chaque côté du méthyle chiral. Il était donc 
envisageable de transformer sélectivement chaque extrémité jusqu’à obtenir les fonctionnalités désirées. 
De plus, il est accessible commercialement dans les deux stéréochimies. Deux transformations clés ont 
été envisagées, soit le clivage oxydatif de l’alcène pour obtenir un acide carboxylique, et le réarrangement 
de Curtius permettant de transformer un acide en un carbamate comportant un carbone de moins. 
 
I.5.4. Méthyle en position 5 
Comme le centre chiral est situé sur le carbone en alpha de l’amine, le plan rétrosynthétique de ce chaînon 
(Figure 27) a été envisagé à partir de l’acide aminé portant cette chaîne latérale : l’alanine. L’acide 
carboxylique peut être transformé en aldéhyde ou en groupement partant, puis être homologué par 
oléfination ou par alkylation. Un avantage de cette stratégie est la disponibilité des deux énantiomères et 
leur faible coût. 
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Figure 27 : Rétrosynthèse des chaînons 5-Me. Pour simplifier la figure, 
seule la rétrosynthèse d’une des deux paires d’énantiomères est 
montrée. 
 
 
I.5.5. Phase solide 
L’assemblage des peptides/peptoïdes et du chaînon a été planifié sur support solide, en partant de la résine 
de Wang (Figure 28), qui présente l’avantage d’être à la fois robuste et peu dispendieuse.  
 
 
Figure 28 : Résine de Wang 
 
La synthèse sur support solide se fait par un processus itératif (Figure 29), en utilisant la chimie 
Fmoc.81,184 Le principal avantage de ce type de chimie est que la purification s’en trouve simplifiée : une 
fois la réaction terminée, les réactifs et les sous-produits peuvent être filtrés alors que le composé d’intérêt 
reste attaché chimiquement à la résine. En alternant différents solvants, il est possible d’obtenir 
d’excellentes puretés et de hauts rendements à chaque étape. À la fin de la synthèse, le composé est clivé 
de la résine par une réaction qui varie en fonction de la nature de l’attachement du composé à la résine. 
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Dans le cas de la résine de Wang, les acides sont attachés par une réaction de Mitsunobu et il s’agit donc 
d’un lien ester.185 Cet ester est clivé dans des conditions acides fortes, typiquement 50 % de TFA/DCM. 
 
Figure 29 : Synthèse sur phase solide 
 
Une particularité de ce projet par rapport à la phase solide était l’incorporation de peptoïdes. Pour ce faire, 
il existe deux principales stratégies (Figure 30) : le couplage d’un acide aminé déjà N-alkylé (stratégie 
par monomères) ou le couplage d’un acide haloacétique, suivi du déplacement par une amine (stratégie 
par sous-monomères).186–188 Dans les deux cas, ces stratégies sont compatibles avec le reste de la synthèse 
en phase solide. 
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Figure 30 : Deux méthodes d’incorporation de peptoïdes sur support solide. 
 
L’avantage d’utiliser la stratégie par sous-monomères est que toute la synthèse peut être faite sur support 
solide alors que la stratégie par monomères implique une étape en phase liquide. 
 
I.5.6. Macrocyclisation 
L’étape finale de macrocyclisation nécessite des conditions de haute dilution pour minimiser le couplage 
intermoléculaire. Il existe une grande variété d’agents de couplage, mais la macrocyclisation peut parfois 
être difficile à réaliser : on rapporte souvent des problèmes de dimérisation, de polymérisation, de 
couplages lents et d’épimérisation.189 L’épimérisation en question (Figure 31) est également la raison 
pour laquelle les couplages par fragments sont généralement évités. La présence d’un amide à proximité 
de l’ester activé peut entraîner la formation de l’oxazolone et donc l’érosion de la chiralité.181,189,190 
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Figure 31 : Mécanisme d’épimérisation d’un fragment comprenant un ester activé. 
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CHAPITRE 1 : SYNTHÈSE 
Dans ce premier chapitre, les synthèses des chaînons seront présentées, suivies de la synthèse sur support 
solide et de la macrocyclisation. Il est à noter que les rendements indiqués sont des moyennes excluant 
les premiers essais d’optimisation. De plus, l’approche utilisée visait surtout à produire les chaînons cibles 
et non à maximiser les rendements. Afin de simplifier les schémas réactionnels, seul un énantiomère est 
présenté et numéroté, mais toutes les synthèses ont été faites pour les deux énantiomères. 
 
II.1 Synthèse des chaînons 
II.1.1 Hydrogénation asymétrique 
 
 
Schéma 1 : Synthèse du chaînon substitué en position 2 par hydrogénation asymétrique. 
 
L’amine du 3-amino-1-propanol 1 a été protégée par un carbamate tert-butyloxycarbonyle (Boc). 
L’alcool résultant 2 a été oxydé en l’aldéhyde 3 avec le système TEMPO/NaOCl développé par Anelli191, 
puis homologué par la réaction de Horner-Wadsworth-Emmons pour obtenir le composé 4 dans un 
rapport E/Z d’environ 8 et le produit majoritaire (E) a été isolé par chromatographie.192 Une hydrolyse 
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basique de ce produit a conduit à l’acide carboxylique 5. Bien que l’hydrogénation asymétrique clé n’ait 
pas été rapportée pour des composés contenant un carbamate, ni même de l’azote, les excès 
énantiomériques rapportés pour les composés publiés étaient très élevés, ce qui était encourageant.182 Les 
mesures d’énantiosélectivité ont été faites en couplant une partie du produit à la méthylbenzylamine 
chirale et par analyse UV de la proportion des deux diastéréoisomères formés. En utilisant l’acide de 
Mosher, il a été possible d’émettre une hypothèse sur la stéréochimie majoritaire qui correspondait avec 
le résultat attendu.193 La relation obtenue entre l’excès énantiomérique et la pression (Figure 32) laissait 
espérer de meilleurs excès à basse pression, mais dans ce cas, la conversion observée était basse, même 
après plusieurs jours. Comme il aurait été difficile de séparer le chaînon hydrogéné du produit de départ 
non hydrogéné, cette voie de synthèse a été jugée impraticable. Des essais de précipitation ont été faits 
afin d’augmenter la pureté optique, mais sans succès. De même, l’acide a été estérifié avec le menthol 
dans l’optique d’obtenir des diastéréoisomères plus faciles à séparer (Schéma 2), mais également sans 
succès, car aucune séparation n’a pu être observée par chromatographie. 
 
 
Figure 32 : Relation entre pression et résultats obtenus. 
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Schéma 2 : Essai de séparation par formation de diastéréoisomères.  
 
II.1.2 Chaînon méthylé en position 2 
 
 
Schéma 3: Synthèse du chaînon substitué en position 2 par oxazolidinone. 
 
Cette stratégie de synthèse se basait sur celle adoptée par le groupe Thomas A. Dix pour synthétiser des 
analogues α-méthylés de l’arginine et de la lysine.183 La première étape consistait en un déplacement 
nucléophile du bromure 8 en l’azoture 9. L’auxiliaire chiral a ensuite été installé en formant d’abord 
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l’anhydride mixte du tert-butoxycarbonyle, puis en le déplaçant avec l’oxazolidinone déprotonée.194 Le 
produit 10 ainsi obtenu a été alkylé à l’iodométhane pour obtenir le produit 11, dont la pureté 
diastéréomérique a pu être déterminée par RMN, mais les diastéréoisomères n’ont pas pu être séparés par 
chromatographie. En supposant que les étapes subséquentes d’hydrolyse, d’hydrogénation et de 
protection ne causent pas d’érosion, cette valeur d’excès diastéréomérique a pu être utilisée comme 
approximation de l’excès énantiomérique du chaînon final. Il est à noter que cette alkylation a d’abord 
été essayée en utilisant le LiHMDS comme base, puis le NaHMDS et que dans les deux cas, très peu de 
produit attendu a été formé tandis que KHMDS s’est révélé efficace. L’hydrolyse exocyclique en 12 avec 
le LiOOH a fonctionné dans d’excellents rendements.195 Les deux dernières étapes consistaient à réduire 
l’azoture en amine, puis à la protéger avec un carbamate Boc. Ces étapes ont été réalisées successivement 
sans isoler l’acide aminé déprotégé, car sa nature facilement ionisable le rendait difficile à isoler par 
chromatographie. Ceci explique peut-être les faibles rendements obtenus pour la conversion de 12 en 13. 
 
II.1.3 Chaînon méthylé en position 3 
 
 
Schéma 4 : Synthèse du chaînon substitué en position 3. 
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Le citronellol possède deux fonctions entourant le méthyle chiral : un alcène et un alcool. On voulait 
former un acide et un carbamate à partir de ces deux fonctions. Dans le cas du méthyle en position 3, on 
a d’abord choisi d’oxyder l’alcool en acide d’une part, et d’autre part de transformer l’alcène en 
carbamate. Cette dernière transformation s’est faite en deux étapes : le clivage oxydatif suivi du 
réarrangement de Curtius.196 
 
Une première approche consistait à cliver la double liaison, effectuer le réarrangement de Curtius, puis 
oxyder l’alcool en acide, sans groupement protecteur. Cependant, l’ozonolyse sur 14 n’a jamais donné de 
bons rendements et ne fonctionnait souvent pas du tout. Une solution de remplacement était le clivage au 
tétroxyde de ruthénium, qui a fonctionné ici avec de bons rendements.197 Par contre, ces conditions sont 
extrêmement fortes et oxydent aussi les alcools en acides. C’est pourquoi il a été préféré de commencer 
par produire l’acide (15), puis le protéger (16) afin de pouvoir faire le réarrangement de Curtius sur un 
seul acide. 
 
De façon surprenante, le (S)-citronellol est beaucoup moins cher que le (R)-citronellol et à l’inverse, 
l’acide (R)-citronellique est moins cher que l’acide (S)-citronellique. Comme l’oxydation d’un alcool à 
un acide semblait être une réaction assez simple, il a été décidé d’oxyder le (S)-citronellol et utiliser 
l’acide (R)-citronellique directement. Cependant, il s’est avéré difficile d’obtenir de bons rendements 
pour l’oxydation de 14 à 15. Les conditions de Jones ont été utilisées dans un premier temps, avec des 
rendements n’excédant jamais 50 %. Il est possible que, rendu à l’aldéhyde, une réaction de type Prins 
(Schéma 5) se produise, car le réactif de Jones contient un grand pourcentage d’acide sulfurique.198 Afin 
d’améliorer le rendement de cette réaction, d’autres méthodes ont été explorées. L’oxydation de l’alcool 
à l’aldéhyde avec le periodinane de Dess-Martin199 a toujours donné d’excellents rendements, mais 
l’étape subséquente d’oxydation à l’acide carboxylique était problématique (Tableau 5). Toutes les 
conditions essayées (KMnO4200, Ag2O201, Oxone202) n’ont donné que de faibles rendements. Finalement, 
l’oxydation directe de l’alcool à l’acide utilisant le dichromate de pyridinium dans le DMF203 a fonctionné 
avec des rendements supérieurs à 70 %. 
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Schéma 5 : Réaction secondaire possible de type Prins. 
 
 
Tableau 5 
Conditions Résultats 
Jones 15-46% (13x) 
DMP, puis oxone Pas de produit attendu (1x) 
DMP, puis AgNO3 20-26% (2x) 
PDC/DMF 66-72% (2x) 
 
L’étape suivante a elle aussi demandé une certaine optimisation (Tableau 6). L’estérification de 15 en 16 
a d’abord été tentée à l’aide du sulfate de diméthyle204,205, avec un brut réactionnel complexe. Deux autres 
essais ont été faits avec le chlorure de thionyle206, puis avec le chlorure d’acétyle207 dans le méthanol, 
mais la RMN du brut réactionnel montrait la disparition du signal de l’alcène. Il a été supposé que l’acide 
chlorhydrique généré pouvait là aussi promouvoir une cyclisation ou une dimérisation, assez typiques 
dans la chimie des terpènes.208,209 Finalement, la méthylation de l’acide avec le diazométhane210 a donné 
le produit désiré dans des rendements quasi quantitatifs. 
 
Tableau 6 
Conditions Résultats 
DMS Brut réactionnel complexe 
SOCl2/MeOH Pas de signal d’alcène 
AcCl/MeOH Pas de signal d’alcène 
CH2N2 75-100% 
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II.1.4 Chaînon méthylé en position 4 
Pour le chaînon portant un méthyle en position 4 (Schéma 6), la première étape consistait en un 
réarrangement de Curtius de l’acide citronellique, obtenu de la même façon que décrit pour le chaînon 
méthylé en position 3.211 Les conditions modernes de Curtius utilisant l’azoture de diphénylphosphoryle 
n’ont pas généré le produit attendu, possiblement encore dû à la réactivité de l’alcène trisubstitué qui 
possède un caractère particulièrement nucléophile vu la stabilité du carbocation tertiaire résultant (i.e. 
Schéma 5, molécule 21).212 Des conditions de réaction plus douces développées par Hélène Lebel213 ont 
permis d’obtenir le carbamate 23, bien qu’avec des rendements modestes. 
 
 
Schéma 6 : Synthèse de 4-Me. 
 
L’étape suivante était le clivage oxydatif, réalisé par ozonolyse avec parachèvement oxydant pour obtenir 
24. Étonnamment, peu d’exemples se trouvent dans la littérature pour l’ozonolyse jusqu’à l’acide. On 
retrouve majoritairement des parachèvements réducteurs suivis d’oxydations. Les premiers essais ont été 
faits à partir des quelques exemples trouvés, mettant en jeu l’ajout de peroxyde d’hydrogène puis un 
chauffage à reflux.214,215 Les rendements observés étaient inférieurs à 30 % et le changement de solvant 
avant le parachèvement oxydatif nécessitait des précautions particulières : l’évaporation du solvant utilisé 
pour l’ozonolyse implique l’isolation d’espèces intermédiaires réactives (e.g. ozonides), il était donc 
nécessaire de conserver le ballon à -30 °C et d’utiliser un condensateur refroidi à la carboglace. Une 
première modification à ce protocole a été d’utiliser le méthanol comme solvant d’ozonolyse. Non 
seulement pour éviter le changement de solvant, mais l’ozonolyse dans le méthanol est également connue 
pour générer des espèces moins réactives.216 Afin d’optimiser le parachèvement, la réaction a d’abord été 
tentée à température ambiante plutôt qu’à reflux. Moins de sous-produits ont été observés, mais la 
réaction procédait lentement. Une solution d’hydroxyde de sodium a été ajoutée avec l’intention de 
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générer un maximum d’anions peroxyde; ces nouvelles conditions ont fonctionné avec des rendements 
encore une fois modestes, mais plus élevés, allant jusqu’à 60 %. 
 
II.1.5 Chaînon méthylé en position 5 
 
Schéma 7 : Synthèse du chaînon méthylé en position 5. 
 
La source de chiralité et le produit de départ pour le chaînon méthylé en position 5 était l’alanine 25. La 
réaction de Arndt-Eistert a été considérée comme première réaction d’homologation, puisqu’elle est 
connue pour ne pas causer d’érosion de la pureté optique.217,218 Il s’agit d’une réaction en deux étapes 
avec une diazocétone comme intermédiaire. Pour le premier essai, l’intermédiaire 26 n’a pas été isolé, 
mais le rendement final était bas et on retrouvait également l’ester méthylique non homologué. C’est 
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pourquoi il a été jugé préférable d’isoler la diazocétone avant de procéder au réarrangement de Wolff. Il 
est intéressant de noter qu’il est possible de faire ce réarrangement dans un alcool pour obtenir l’ester 
correspondant (27).219 Un aldéhyde étant nécessaire pour procéder à l’oléfination de Wittig suivante, 
l’ester avait la particularité d’être réductible à l’aldéhyde 28 en utilisant le DIBAL.220,221 L’oléfination 
avec le triéthylphosphonoacétate a produit le composé 29, dont le ratio E/Z n’a pas été déterminé 
puisqu’après l’hydrolyse vers 30, le produit est hydrogéné en 31. 
 
II.2 Synthèse des précurseurs linéaires sur phase solide 
La synthèse sur phase solide s’est déroulée de façon typique en utilisant la résine de Wang et une stratégie 
Fmoc. L’incorporation des peptoïdes s’est faite de différentes façons selon le cas. Pour le peptoïde de 
l’alanine, des essais préliminaires ont été faits avec la synthèse par sous-monomères (i.e. couplage de 
l’acide bromoacétique suivi de déplacement par la méthylamine), mais cette méthode s’est avérée 
superflue dans ce cas particulier, vu la disponibilité commerciale de la sarcosine (Figure 25). 
 
 
Figure 33 : Le peptoïde de l’alanine est la sarcosine. 
 
Dans le cas des peptoïdes de la phénylalanine et de la leucine, c’est la synthèse par sous-monomères qui 
a été utilisée.188 Cependant, un problème est survenu avec le peptoïde de la phénylalanine. Il est commun 
de procéder à des « mini-clivages » après les couplages réalisés sur support solide. Une partie de la résine 
est clivée afin de jauger la présence et la pureté du peptide en construction. Dans le cas des peptoïdes de 
la phénylalanine, le mini-clivage suivant l’attachement de l’alanine ne montrait que très peu de signal. 
Après investigation, on a supposé que placer un acide aminé N-alkylé en position C-terminale suivi d’une 
leucine menait à la formation de dicétopipérazine et donc du clivage de la résine (Figure 26). Cette 
réaction secondaire est typique de certaines séquences, notamment celles contenant une proline comme 
premier aminé, puisque c’est la forme cis qui permet l’attaque de l’amine sur l’ester.222 
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Figure 34 : Formation de dicétopipérazine lors de la déprotection. 
 
Afin d’atténuer ce problème, une résine plus encombrée, la 2-chloro-chlorotrityle, a été utilisée (Figure 
27).223 Ceci n’a toutefois pas été suffisant et le couplage entre l’alanine et la leucine a été fait en solution 
au préalable, afin d’éviter de passer par une amine libre. Dans ces conditions, la synthèse semblait se 
passer sans formation de dicétopipérazine, mais un nouveau problème est survenu. Une fois la 
macrocyclisation réalisée, il semblait s’agir d’un mélange de diastéréoisomères par UPLC-MS. Il est 
possible qu’il y ait eu racémisation partielle lors du couplage du dipeptide. C’est en fait pour cette raison 
qu’on préfère généralement coupler des monomères (voir Figure 24).224 Finalement, le protocole a été 
optimisé de façon à minimiser la formation de dicétopipérazine. La déprotection rapide (2 x 30 s) de la 
leucine s’est avérée être la solution. En utilisant 20 % pipéridine/DMF + HOBt (0.1 M), une déprotection 
complète est observée et conserve approximativement 50 % du loading initial.222 Les mesures de loading 
ont été effectuées avec un spectromètre UV. Pour ce faire, une quantité précise de résine (environ 10 mg) 
est pesée, puis déprotégée. La solution résultante contient du dibenzofulvène, dont l’absorption dans l’UV 
(à 290 et 301 nm), comparée à une courbe étalon, est proportionnelle à sa concentration.225 
 
 
Figure 35 : Résine 2-chloro-chlorotrityl. 
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II.2.1. Macrocyclisation et purification 
Le laboratoire du Pr. Éric Marsault bénéficie d’une grande expertise en macrocyclisation.127,226–228 
L’agent de couplage utilisé – le 3-(diéthoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-one (DEPBT, 
Figure 28) – est connu pour causer très peu d’épimérisation.229,230 De nombreux exemples dans la 
littérature rapportent l’utilisation de cet agent de couplage pour des séquences difficiles soit en matière 
d’épimérisation ou de rendement.175,189,231–233 
 
 
Figure 36 : Mécanisme de couplage avec DEPBT.234 
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Avec une concentration réactionnelle de 0.025 mmol/L, très peu de couplage intermoléculaire a été 
observé. Afin d’assurer l’achèvement de la réaction, elle a été laissée de deux à trois jours. Évidemment, 
la macrocyclisation étant une réaction unimoléculaire, une haute dilution est généralement préférée afin 
de défavoriser la formation de dimères ou autres oligomères.126,235 Le brut réactionnel est filtré sur une 
cartouche de silice fonctionnalisée par un cation ammonium quaternaire, ce qui enlève les sous-produits 
anioniques tels que le précurseur linéaire (fonction acide), le HOOBt et le diéthylphosphate, sous-produits 
du DEPBT. 
 
La purification finale des macrocycles a été effectuée sur HPLC préparative. Les fractions pures ont été 
rassemblées et lyophilisées. Il a été observé dans certains cas que la resolubilisation était difficile, quel 
que soit le solvant utilisé. Les premiers macrocycles synthétisés ne comportant aucun méthyle sur le 
chaînon semblaient assez solubles dans le méthanol et les analyses RMN ont été faites dans ce solvant. 
Cependant, certains macrocycles semblaient être moins solubles, voire insolubles dans ce solvant. Il a 
donc été nécessaire d’utiliser le DMSO, qui présente le désavantage d’être difficile à enlever. Un certain 
pourcentage (généralement ≤ 1%) est toutefois jugé acceptable dans les tests de perméabilité.236,237 Au 
total, 38 macrocycles ont été synthétisés (Figure 37). 
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Figure 37 : Ensemble des macrocycles synthétisés 
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CHAPITRE 2 : TESTS DE PERMÉABILITÉ 
III.1. PAMPA 
III.1.1. Premier essai à Montréal 
Comme il s’agissait d’un essai encore jamais réalisé à l’institut de pharmacologie de Sherbrooke, l’aide 
du Pr. Grégoire Leclair de l’Université de Montréal a été sollicitée. Son laboratoire est en effet spécialisé 
dans la formulation et l’étude de biodisponibilité des médicaments.238–240 L’élaboration d’un protocole 
expérimental et analytique a commencé par un test de détection et de stabilité de certains des composés 
(Figure 38). Bien que les essais PAMPA soient souvent quantifiés à partir de l’absorption UV44,55, ce 
premier test a montré que cette option n’était pas la plus sensible. Une meilleure sensibilité a 
effectivement été obtenue en spectrométrie de masse. Pour obtenir des résultats linéaires sur une plage de 
concentration intéressante, il a été nécessaire d’utiliser un tampon phosphate. De plus, pour augmenter le 
ratio signal/bruit et obtenir de meilleures intégrations, la méthode de détection single ion mode a été 
utilisée. Dans cette méthode, seul le taux d’ionisation correspondant au ratio masse sur charge (m/z) du 
composé voulu est mesuré, ce qui veut dire que la résolution pour la masse cherchée sera meilleure. Après 
avoir atteint une réponse linéaire, des tests de stabilité thermique ont été faits. Trois composés ont été 
laissés à trois températures différentes et on a analysé leur concentration après 96 h. Ces conditions 
simulent le temps pouvant s’écouler entre les essais de perméabilité réalisés à Montréal et l’analyse par 
UPLC-MS, faite à Sherbrooke. 
 
 
Figure 38 : (gauche) Droite dose-réponse du composé ∅-∅ 
(droite). La solution a été analysée tout juste après dilution 
dans le tampon phosphate (t = 0), puis après 72 h à -86 °C et 
72 h à 23 °C. Des écarts significatifs apparaissent en dessous 
de 10 nM, car le pic obtenu est très faible et son intégration 
inexacte. 
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Le premier essai a été fait directement à Montréal dans le laboratoire du professeur Leclair. Les composés 
de référence utilisés étaient le vérapamil (haute perméabilité) et le furosémide (faible perméabilité), dont 
les structures ont été présentées à la Figure 5. Comme il s’agissait d’un premier essai, seuls les onze 
composés synthétisés à cette date ont pu être testés (Figure 39). Ce test incluait également deux composés 
ne faisant pas partie de la librairie comme indiqué plus haut (« reg-6 » et « alt-6 »). Il s’agit de deux 
composés portant un chaînon linéaire de six carbones plutôt que cinq. Le composé reg-6 garde la même 
séquence peptidique et le composé alt-6 est cyclisé dans l’ordre Leu-Ala-Phe-Chaînon. Dans tous les 
essais qui seront présentés, les mesures ont été prises en triplicata, soit trois puits par composé à pH 6.4. 
Les barres d’erreur indiquées correspondent à l’écart-type. Les balances massiques obtenues pour ce 
premier essai étaient généralement bonnes, ce qui apportait une certaine validation à l’essai. Seul le 
vérapamil a présenté une balance massique insuffisante, mais l’effet est toutefois connu pour les 
composés très lipophiles, dont le vérapamil.241 Ces premiers résultats semblaient indiquer avant tout la 
préférence pour les macrocycles ne contenant aucune substitution peptoïdique. 
 
 
Figure 39 : (gauche) Premier essai PAMPA – Montréal. Voir le texte pour une description 
des composés « reg-6 » et « alt-6 ». (droite) Balance massique du premier essai PAMPA. 
Une variation de 15 % est généralement considérée comme acceptable. 
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III.1.2. Essais à Sherbrooke et optimisation 
Après avoir synthétisé le reste des composés, le matériel nécessaire aux tests PAMPA a été acheté et 
quelques tests ont été faits pour s’assurer d’avoir une bonne méthodologie et des résultats similaires à 
ceux obtenus à Montréal. Un problème de reproductibilité est alors apparu, non seulement entre les 
valeurs obtenues à Sherbrooke et celles obtenues à Montréal, mais également entre les valeurs obtenues 
lors de différents essais réalisés au laboratoire. La Figure 40 montre différents essais et compare quatre 
composés : les deux contrôles et les deux composés présentant les perméabilités extrêmes. La première 
modification (13 juin) a été de prélever le vérapamil (contrôle positif) après 4 h et sans agitation. Cela 
avait pour but d’éviter d’atteindre l’équilibre osmotique trop rapidement. Cependant, la balance massique 
du vérapamil (Figure 41) ne s’est pas substantiellement améliorée après la mise en place de ce nouveau 
point de mesure. Les deux premières expériences réalisées à Sherbrooke ont donné des résultats 
inattendus où le composé montrant la plus grande perméabilité lors du test de Montréal donnait la plus 
basse. Ce test a été répété (15 juin) et on a pu observer une grande variabilité. Lors de l’essai suivant, un 
autre changement mineur a été fait (21 juin), mais qui semble avoir nettement diminué la variabilité, 
possiblement au niveau de l’épaisseur de la membrane. En effet, alors qu’à Montréal des embouts de 
1-10 µL avaient été utilisés pour appliquer les 10 µL de membrane au fonds de chaque puits, des embouts 
de 10-100 µL avaient été utilisés lors des premiers essais à Sherbrooke. Revenir à ceux de 1-10 µL semble 
avoir amélioré la reproductibilité (comparer avec 27 juin).  
 
L’équipe de Pr. Leclair a suggéré d’agiter les plaques afin de réduire l’effet de la couche d’eau non agitée 
(unstirred water layer)60, mais l’effet attendu (une hausse de perméabilité) n’a pas vraiment été observé. 
Un nouveau problème est apparu : la solution de la lécithine utilisée (10 % dans le dodécane) avait 
tendance à précipiter ou à devenir extrêmement visqueuse. Différentes conditions de stockage ont été 
essayées : -20°C, 4°C et température ambiante, mais dans aucune il n’a été possible de conserver la 
membrane en solution et lors de l’application au fond des puits, la reproductibilité (i.e. grosseur et 
consistance de la goutte) était médiocre. La solution adoptée a été de diminuer la concentration en 
lécithine à 2 % et préparer la membrane pour chaque nouvel essai. Ces nouvelles conditions (7 octobre) 
semblaient assez reproductibles (8 octobre) et ont été utilisées pour le test sur l’ensemble des composés 
(9 octobre).  
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Figure 40 : Comparaison des perméabilités PAMPA obtenues pour quatre 
composés lors de différents tests. Chaque composé a été testé en triplicata et 
certains points se superposent. Voir le texte pour une description des 
différentes expériences. 
 
Figure 41 : Balance massique de l’essai PAMPA obtenue pour quatre 
composés lors des différents tests. Voir le texte pour une description des 
différentes expériences. 
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L’essai PAMPA ainsi développé, il a été fait sur l’ensemble des composés sur deux plaques de 96 puits 
(en triplicata). Les résultats obtenus ont été représentés en ordre croissant de perméabilité (Figure 42) et 
par une carte de points chauds (heat map) classifiant la librairie en fonction des deux modifications 
structurales (Figure 43). 
 
Une première observation a été faite concernant l’écart entre la plus petite et la plus grande perméabilité : 
un facteur de plus de 700 (Nleu-5R : 5.38 vs. Nala-2S : 8.27, les valeurs de PAMPA sont présentées sous 
forme de –log(Pe)), ce qui est très élevé considérant la conservation de la masse moléculaire, du nombre 
d’atomes polaires et apolaires et de la lipophilicité des composés (Tableau 8). Cet écart se retrouve de 
part et d’autre du macrocycle ∅-∅, suggérant que les modifications apportées puissent avoir un effet 
positif ou négatif.  
 
Mis en évidence par la représentation en heat map, les macrocycles incluant le peptoïde de la leucine 
présentent généralement de plus hautes perméabilités. On a également remarqué les différences notables 
entre certains couples d’épimères (e.g. Nleu-5R : 5.38 vs. Nleu-5S : 7.25, un facteur de 75). Cependant, 
de façon générale, la position et stéréochimie du méthyle sur le chaînon ne semble pas avoir un effet 
important. Aucune position ne ressort comme significativement favorable ou défavorable dans tous les 
cas.  
 
De façon absolue, les valeurs de perméabilité PAMPA obtenues se trouvent à la limite de ce qui est 
généralement considéré comme perméant ou non, soit –log(Pe) < 6. En effet, six composés de type Nleu 
se situent au-delà de cette frontière. De façon empirique, ce seuil marque le point où la perméabilité n’est 
plus limitante pour la biodisponibilité orale.68 
 
La balance massique (Figure 44) montre cependant plusieurs valeurs inférieures au seuil de variation 
généralement jugé acceptable. Différents facteurs peuvent expliquer cela, il est par exemple possible que 
certains composés aient une trop grande affinité pour la membrane lipidique et y restent solubilisés. 
Malgré cela, aucune corrélation n’a été observée entre la balance massique et la perméabilité observée, 
ce qui donne une certaine validité à l’essai. 
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Figure 42 : Essai PAMPA sur les 41 composés, en ordre croissant. Les composés de 
référence sont représentés en couleur et le macrocycle ne contenant aucun peptoïde et 
aucun méthyle en noir et blanc. 
 
 
 
Figure 43 : Heat map PAMPA : La teinte vers le rouge signifie 
une perméabilité plus élevée. Les valeurs moyennes pour chacun 
des composés ont été utilisées. 
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Figure 44 : Balance massique. La majeure partie des composés se situe légèrement 
sous la zone généralement considérée comme acceptable. 
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Tableau 8 
Composé MW cLogP242 
tPSA242 
(Å²) -log(Pe) Composé MW cLogP 
tPSA 
(Å²) -log(Pe) 
Vérapamil 455 4.3343 64 4.576 ± 0.010 Nleu-2S 445 1.35 108 5.806 ± 0.029 
Furosémide 331 2.5643 119 8.209 ± 0.051 Nleu-3R 445 1.1 108 5.836 ± 0.031 
alt-6 445 1.61 116 6.693 ± 0.091 Nleu-3S 445 1.1 108 5.9672 ± 0.0021 
∅-2R 445 1.71 116 6.636 ± 0.055 Nleu-4R 445 1.18 108 5.920 ± 0.015 
∅-2S 445 1.71 116 6.72 ± 0.22 Nleu-4S 445 1.18 108 5.655 ± 0.024 
∅-3R 445 1.45 116 6.742 ± 0.015 Nleu-5R 445 1.23 108 5.380 ± 0.024 
∅-3S 445 1.45 116 7.24 ± 0.21 Nleu-5S 445 1.23 108 7.251 ± 0.075 
∅-4R 445 1.53 116 7.132 ± 0.019† Nleu-∅ 431 0.81 108 6.392 ± 0.020 
∅-4S 445 1.53 116 6.93 ± 0.10 ∅-∅ 431 1.17 116 6.950 ± 0.081 
∅-5R 445 1.58 116 7.045 ± 0.036 Nphe-2R 445 1.43 108 7.17 ± 0.18 
∅-5S 445 1.58 116 7.330 ± 0.042† Nphe-2S 445 1.43 108 6.19 ± 0.18 
Nala-2R 445 1.36 108 6.692 ± 0.022 Nphe-3R 445 1.18 108 7.45 ± 0.12 
Nala-2S 445 1.36 108 8.27 ± 0.22 Nphe-3S 445 1.18 108 6.501 ± 0.021 
Nala-3R 445 1.11 108 7.693 ± 0.073 Nphe-4R 445 1.25 108 6.698 ± 0.082 
Nala-3S 445 1.11 108 6.924 ± 0.043 Nphe-4S 445 1.25 108 7.018 ± 0.067 
Nala-4R 445 1.19 108 7.69 ± 0.13 Nphe-5R 445 1.31 108 6.83 ± 0.15 
Nala-4S 445 1.19 108 6.56 ± 0.14 Nphe-5S 445 1.31 108 6.62 ± 0.11 
Nala-5R 445 1.24 108 6.93 ± 0.30 Nphe-∅ 431 0.89 108 7.16 ± 0.11 
Nala-5S 445 1.24 108 6.780 ± 0.067† reg-6 445 1.61 116 6.46 ± 0.10 
Nala-∅ 431 0.82 108 7.47 ± 0.11 HypA‡ 445 1.38 108 7.32 ± 0.44 
Nleu-2R 445 1.35 108 6.147 ± 0.023 HypB‡ 445 1.31 108 6.35 ± 0.15 
† : En duplicata 
‡ : voir section suivante (III.1.3) 
Comme des macrocycles sans méthyle et sans substitution peptoïdique ont été testés, il a été possible 
d’analyser ces résultats en différents groupes (Figure 45). La première comparaison regarde l’effet global 
de l’ajout d’un méthyle : la perméabilité moyenne est plus élevée, mais l’écart apparaît comme non 
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significatif (P > 0.05). Considérant la légère contribution d’un méthyle additionnel à la lipophilicité, il 
est possible que la tendance observée soit due à cet effet. Une comparaison similaire a pu être faite pour 
la substitution par un peptoïde : L’incorporation d’un peptoïde semble avoir un effet positif sur la 
perméabilité, mais l’écart entre les moyennes en ressort également non significatif. Par contre, la 
comparaison des peptoïdes de la leucine avec tous les autres composés montre une différence marquée 
(P ≤ 0.0001). 
 
Tous ces macrocycles ont des cLogP similaires (Figure 46) et aucune corrélation appréciable n’a pu être 
observée avec leur perméabilité en PAMPA (R² = 0.006). La corrélation est meilleure en comparant la 
perméabilité avec le temps de rétention (R² = 0.20). Celle-ci se comporte comme attendu : une 
perméabilité plus élevée est associée à un temps de rétention plus long sur colonne C18.  
 
 
Figure 45 : Effets des modifications structurales sur la perméabilité passive (PAMPA). ns : 
P > 0.05 ; * :P ≤ 0.05; **** : P ≤ 0.0001 
 
 
Figure 46 : Comparaison entre perméabilité en PAMPA et (gauche) 
cLogP (R2 = 0.006) (droite) temps de rétention (R2 = 0.2). 
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III.1.3. Deux hypothèses concernant les peptoïdes 
Les résultats obtenus en PAMPA soulèvent la question suivante : pourquoi la substitution de la leucine 
par son analogue peptoïdique apporte-t-il un effet aussi marqué sur la perméabilité? Deux hypothèses 
(Figure 47) ont été formulées :  
A. La substitution de leucine par son analogue peptoïdique est davantage favorable que pour les 
résidus Ala et Phe. 
B. La position au sein du macrocycle de la substitution peptoïdique est le facteur le plus important. 
 
La première hypothèse est difficile à justifier : la chaîne latérale de la leucine a à la fois une lipophilicité 
et un volume qui sont intermédiaires à l’alanine et à la phénylalanine.243 La seconde hypothèse pourrait 
se justifier de différentes façons : un lien amide flexible à cette position pourrait permettre d’atteindre des 
conformations particulièrement stabilisantes en fonction du milieu (e.g. ponts H intramoléculaires, 
surface polaire élevée ou basse) ou alors il est possible que ce donneur de pont H ait simplement un effet 
négatif sur la perméabilité. Ces deux hypothèses pourraient être évaluées par des composés ayant les 
mêmes acides aminés dans des positions différentes. La substitution peptoïdique du résidu opposé au 
chaînon donne-t-elle toujours une perméabilité accrue ? 
 
 
 
Figure 47 : Deux hypothèses pour expliquer les meilleures 
perméabilités observées avec Nleu. 
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Ces deux composés (70 (HypA)et 71 (HypB)) ont été synthétisés et testés en PAMPA (Figure 48). Le 
composé le plus perméant est 71, ce qui soutient l’hypothèse B selon laquelle la position du peptoïde dans 
le cycle a un effet plus important que la nature de l’acide aminé remplacé. De plus, ce composé présente 
une perméabilité se situant entre Nleu-Ø et Nleu-2R (voir Figure 43) et donc comparable à la série portant 
le peptoïde de la leucine, alors que 70 apparaîtrait en bleu. 
 
 
Figure 48 : Essai PAMPA des composés 70 (HypA) et 71 (HypB) 
 
III.2 Caco-2 
Les essais de perméabilité Caco-2 ont été réalisés à Montréal par Rabeb Mouna Derbali, assistante de 
recherche du Pr. Grégoire Leclair, et analysés à l’IPS de façon similaire à PAMPA, soit par UPLC/MS 
et méthode single ion mode.  
 
L’essai a été fait dans les deux directions (A→B et B→A) à pH 7.4. Dans le cas du A→B, la faible 
étendue des résultats et l’incertitude importante sur les mesures rend l’analyse difficile (Figure 49). En 
effet, la différence entre les deux composés extrêmes était non significative (P > 0.05). Il a toutefois été 
possible d’observer une tendance similaire à celle en PAMPA où les composés comportant une N-leucine 
présentaient globalement des perméabilités élevées (Figure 50). De plus, les composés Nleu-5R et Nleu-
5S ont montré des perméabilités opposées, comme en PAMPA. Certains composés ont présenté des 
résultats inattendus. C’est par exemple le cas de Nala-2R qui est ressorti comme le composé le plus 
perméant alors qu’il se situait dans la moyenne en PAMPA. 
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Figure 49 : Perméabilité apparente en cellules Caco-2 (A→B), en ordre décroissant. 
 
 
Figure 50 : Heat map Caco-2 (A→B) : La teinte vers le rouge signifie une perméabilité plus élevée. Les 
valeurs moyennes pour chacun des composés ont été utilisées. 
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L’essai Caco-2 a également été réalisé en B→A (Figure 51). Le but principal de cette expérience est de 
voir l’effet du transport actif, incluant l’efflux. Ce dernier a été calculé en divisant la moyenne des 
perméabilités A→B par la moyenne B→A. Les résultats obtenus ont montré des efflux généralement 
élevés où les composés ne comportant aucune substitution peptoïdique présentent des efflux 
particulièrement élevés. Considérant le rôle protecteur que joue la Pgp contre les substances exogènes, 
on aurait pu s’attendre à obtenir un résultat inverse, où les molécules ressemblant davantage aux acides 
aminés sont mieux acceptées. Une autre observation intéressante est que malgré ces efflux importants, 
des perméabilités A→B relativement élevées ont pu être obtenues. En Caco-2, comme en PAMPA, on 
définit généralement une haute perméabilité par Papp > 1 x 10-6 cm∙s-1.48,63 Six composés se situent au-
dessus cette valeur en PAMPA (Tableau 8) et 30 en Caco-2 (Tableau 9). 
 
 
Figure 51 : Perméabilité apparente en cellules Caco-2 (B→A), en ordre décroissant. 
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Figure 52 : Heat map Caco-2 (B→A) : La teinte vers le rouge signifie une 
perméabilité plus élevée. Les valeurs moyennes pour chacun des composés 
ont été utilisées. 
 
 
Figure 53 : Heat map de l’efflux Caco-2 mesuré par le ratio BA/AB : La 
teinte vers le rouge signifie un efflux plus élevé, avec une valeur limite 
posée à 50 pour mieux voir les valeurs plus faibles. Les moyennes ont été 
utilisées.  
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Tableau 9 
Composé MW cLogP242 
tPSA242 
(Å²) 
Papp AB 
(x10-6 cm/s) 
Papp BA 
(x10-6 cm/s) Efflux  
BMAB‡ 
(%) 
BMBA 
(%) 
Atenolol 266 0.2243 85 1.1 1.8 1.6 121 127 
Propranolol 259 3.4843 41 17.3 23.4 1.4 87 119 
Lopéramide 477 3.9043 44 9.2 45.2 4.9 75 99 
∅-2R 445 1.71 116 0.47 ± 0.18 38.7 ± 3.0 82 ± 37 118 130 
∅-2S 445 1.71 116 0.80 ± 0.45 140 ± 20 170 ± 100 106 130 
∅-3R 445 1.45 116 0.362 ± 0.085 22.7 ± 3.4 63 ± 21 72 131 
∅-3S 445 1.45 116 5.7 ± 2.8 63 ± 13 11.0 ± 6.2 144 122 
∅-4R 445 1.53 116 1.4 ± 1.1 95.8 ± 6.5 67 ± 45 98 123 
∅-4S 445 1.53 116 2.8 ± 1.1 170 ± 52 60 ± 34 106 128 
∅-5R 445 1.58 116 1.9 ± 1.3† 107.21 ± 0.53 58 ± 29 108 110 
∅-5S 445 1.58 116 3.1 ± 3.9 24.9 ± 1.3 7.9 ± 8.4 125 103 
Nala-2R 445 1.36 108 6.10 ± 1.27 186 ± 73 31 ± 15 97 105 
Nala-2S 445 1.36 108 4.36 ± 0.88 16.2 ± 4.9 3.7 ± 1.5 98 95 
Nala-3R 445 1.11 108 2.80 ± 0.17 24.4 ± 2.5 8.7 ± 1.2 98 85 
Nala-3S 445 1.11 108 1.71 ± 0.61 92 ± 11 54 ± 21 120 91 
Nala-4R 445 1.19 108 1.4 ± 1.0 29 ± 13 21 ± 21 130 99 
Nala-4S 445 1.19 108 4.18 ± 0.70 177 ± 56 53 ± 17 126 99 
Nala-5R 445 1.24 108 3.7 ± 1.1 51.2 ± 5.1 13.7 ± 4.3 131 102 
Nala-5S 445 1.24 108 2.13 ± 0.96 26.6 ± 2.4 12.5 ± 5.5 121 94 
Nala-∅ 431 0.82 108 2.73 ± 0.77 28.7 ± 8.0 10.5 ± 4.8 77 137 
Nleu-2R 445 1.35 108 1.2 ± 1.1 9.6 ± 1.4 8.3 ± 7.3 28 25 
Nleu-2S 445 1.35 108 5.2 ± 2.3 65 ± 14 12.5 ± 6.6 109 89 
Nleu-3R 445 1.1 108 5.4 ± 1.3 173 ± 73 32 ± 17 128 118 
Nleu-3S 445 1.1 108 4.91 ± 0.65 87 ± 73 17 ± 14 116 95 
Nleu-4R 445 1.18 108 3.8 ± 1.1 160 ± 70 43 ± 26 126 123 
Nleu-4S 445 1.18 108 5.4 ± 2.3 87.1 ± 2.3 16.2 ± 5.9 117 95 
Nleu-5R 445 1.23 108 5.13 ± 0.62 88 ± 18† 17.2 ± 4.2 126 138 
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Nleu-5S 445 1.23 108 0.55 ± 0.35 28.4 ± 2.3 52 ± 30 97 87 
Nleu-∅ 431 0.81 108 2.7 ± 1.3 25.0 ± 2.5 9.3 ± 4.4 66 126 
∅-∅ 431 1.17 116 1.47 ± 0.96 44.8 ± 5.3 30 ± 19 88 130 
Nphe-2R 445 1.43 108 1.4 ± 1.2 35.6 ± 3.3 25 ± 20 105 81 
Nphe-2S 445 1.43 108 2.02 ± 0.89 81.6 ± 6.7 40 ± 17 129 91 
Nphe-3R 445 1.18 108 1.55 ± 0.92 24.5 ± 2.0 15.8 ± 8.7 135 119 
Nphe-3S 445 1.18 108 0.89 ± 0.77 9.73 ± 0.35 11.0 ± 8.1 31 27 
Nphe-4R 445 1.25 108 5.1 ± 1.6 49.5 ± 3.3 9.7 ± 3.1 115 80 
Nphe-4S 445 1.25 108 5.95 ± 0.12 42.2 ± 7.2 7.1 ± 1.1 116 99 
Nphe-5R 445 1.31 108 0.84 ± 0.63 31.6 ± 8.5 37 ± 31 102 78 
Nphe-5S 445 1.31 108 2.4 ± 1.3 26.6 ± 9.0 11.1 ± 8.0 157 114 
Nphe-∅ 431 0.89 108 1.9 ± 2.4 153.1 ± 6.9 77 ± 80 112 119 
† : En duplicata 
‡: BM : Balance massique 
 
 
On remarque aussi plusieurs valeurs de balance massique supérieures à 100% et quelques-unes se situant 
loin sous la moyenne. Les valeurs inférieures à 100% pourraient provenir d’un métabolisme cellulaire, 
mais il est toutefois difficile d’expliquer les valeurs supérieures à 100%. De telles balances massiques 
témoignent vraisemblablement d’un problème expérimental ou analytique. Malgré tout, plusieurs 
composés présentent des balances massiques normales et aucune corrélation avec la perméabilité n’a été 
observée. Une comparaison des valeurs absolues entre PAMPA et Caco-2 est rarement faite, mais une 
comparaison des valeurs relatives est possible (Figure 54 et 55). La corrélation entre la perméabilité Caco-
2 et PAMPA est faible. Cependant, les six composés les plus perméants en PAMPA ont tous des 
perméabilités Caco-2 plus élevées que la moyenne, notamment Nleu-5R qui montre la perméabilité la 
plus élevée dans les deux essais. Il a également été remarqué que Nleu-5S – qui ne diffère que par la 
stéréochimie du méthyle du chaînon – présentait des perméabilités inférieures à la moyenne dans les deux 
essais (Figure 56).  
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Figure 54 : Comparaison des perméabilités PAMPA et Caco-2. 
 
 
 
Figure 55 : Absence de forte corrélation entre les 
perméabilités en Caco-2 et en PAMPA. 
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Figure 56 : Comparaison de Nleu-5R et Nleu-5S 
 
III.3 Analyse conformationnelle RMN 
Afin de trouver un rationnel aux différences de perméabilité observées, certains macrocycles ont été 
analysés en détail par spectroscopie RMN. Comme la différence la plus importante observée concerne la 
position de la substitution pour un peptoïde, il a été jugé préférable d’étudier d’abord cet effet au cœur 
d’un même chaînon. La série comportant le méthyle en 2S (Ø-2S, Nala-2S, Nleu-2S et Nphe-2S) a été 
retenue (Figure 57), puisqu’elle comporte le plus grand nombre d’écarts significatifs en PAMPA. 
 
Au cours d’un test de perméabilité, le composé se retrouve dans deux types de milieux : hydrophile et 
hydrophobe (i.e. la membrane). Pour mimer ces deux milieux, les différentes expériences ont été réalisées 
dans deux solvants : d6-DMSO et CDCl3 respectivement, à une concentration de 5 mmol/L.171,244,245 Dans 
un premier temps, l’assignation des signaux a été faite en utilisant les expériences 1H, TOCSY, COSY et 
HSQC. Suite à ceci, les expériences ROESY ont permis de confirmer la structure trans de tous les 
peptoïdes, à l’exception de Nala-2S (CDCl3) et Ø-2S (CDCl3) qui n’ont pu être confirmés, faute d’un 
signal suffisamment intense. Finalement, l’acquisition de plusieurs spectres 1H à différentes températures 
a permis de déterminer si les protons d’amide participent à un pont H intramoléculaire.161,244,246,247  
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Figure 57 : Série 2S 
 
Le Tableau 10 et la Figure 58 permettent d’identifier visuellement les amides dont l’hydrogène est 
impliqué dans un pont H intramoléculaire (en vert) ou non (en rouge). La valeur de -4.6 ppb/K a été 
utilisée comme critère.246 On peut donc noter que certains amides se situent très près de cette valeur (voir 
Figure 59 pour un exemple de détermination des valeurs de ppb/K). De plus, il est important de souligner 
que la proximité d’un noyau aromatique peut avoir un effet sur cette valeur.246 Le cône d’anisotropie d’un 
groupement aromatique peut entraîner des ppb/K plus élevés et parfois même supérieurs à zéro, comme 
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c’est le cas pour Nala-2S dans le CDCl3. Néanmoins, on peut affirmer que les amides dont la valeur est 
inférieure à -4.6 ppb/K sont exposés au solvant. En théorie, un milieu hydrophobe tel que le chloroforme 
devrait avoir des donneurs de ponts H moins exposés au solvant qu’un milieu hydrophile tel le DMSO. 
C’est effectivement ce qui est observé : en faisant la somme des ppb/K pour chacun des solvants, on 
obtient -40.82 pour le CDCl3 et -56.05 pour le d6-DMSO. Bien que le nombre de ponts H 
intramoléculaires observés ne semble pas être directement relié avec la perméabilité passive Pe, un facteur 
qui corrèle bien est la somme des ppb/K pour le DMSO (R2 = 0.74). Autrement dit, plus les NH d’amides 
sont exposés dans le milieu hydrophile, plus leur perméabilité est élevée. 
 
Tableau 10 
 Nala-2S Ø-2S Nphe-2S Nleu-2S 
 CDCl3 d6-DMSO CDCl3 d6-DMSO CDCl3 d6-DMSO CDCl3 d6-DMSO 
HN (Phe) 0.9 -4.4 -0.9 -4.0   -0.1 -8.8 
HN (Leu) -2.4* -4.8 -3.2 -1.6 -11.3 -7.7   
HN (Ala)   -4.6* -3.8 -3.8 -5.8 -3.7 -6.2 
HN (Chaînon) -2.4* -0.82 -4.6* -3.8 -2.2 -2.6 -2.7 -1.7 
∑ -3.8 -10.1 -13.3 -13.2 -17.3 -16.0 -6.5 -16.8 
∑|DMSO - CDCl3| 9.4 6.2 6.0 12.2 
Pe 5.40E-09 1.90E-07 6.48E-07 1.56E-06 
*Signaux indistinguables 
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Figure 58 : Amides exposés au solvant (en rouge) 
 74 
 
Figure 59 : Exemple de détermination du ppb/K d’amides. 
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Tel que vu précédemment, les perméabilités plus élevées des composés comportant le peptoïde de la 
leucine sont vraisemblablement liées à la position de ce peptoïde dans le cycle, et non à la nature même 
du peptoïde de la leucine (voir Section III.1.3). Cette observation mène à son tour à différentes 
hypothèses. L’une d’entre elles étant que l’amide de cette position ne puisse pas participer à des ponts H 
intramoléculaires, ce qui entraînerait un coût énergétique élevé lors du passage en milieu hydrophile. En 
remplaçant le peptide de cette position par son analogue peptoïdique, le donneur de pont H problématique 
disparaît. Cette hypothèse ne semble cependant pas en accord avec les données présentées plus haut 
(Figure 58). Des trois composés portant un amide secondaire à cette position, seul Nphe-2S le présente 
au solvant dans un milieu lipophile (CDCl3). Une autre possibilité est que la nature plus flexible du 
peptoïde – ou encore son absence de chiralité – lui permette d’atteindre des conformations inaccessibles 
avec le résidu peptidique et que ces conformations soient plus favorables à la perméabilité que celles 
apportées par une substitution peptoïdique aux autres positions. On observe aussi que l’amide du chaînon 
est toujours impliqué dans un pont H intramoléculaire (la seule exception se situe exactement sur la valeur 
limite de -4.6 ppb/K). La nature flexible du chaînon pourrait favoriser le rapprochement entre l’amine et 
le carbonyle du chaînon ou de l’alanine. 
 
Un autre paramètre étudié à partir du spectre 1H assigné est la différence de déplacement de certains 
groupements diastéréotopiques (protons ou méthyles). Dans le cas des protons géminaux, trois conditions 
doivent être présentes pour qu’une différence soit observée248 : 1) l’absence d’une symétrie reliant les 
deux protons géminaux, mais non les protons auxquels ils sont couplés, 2) le mouvement moléculaire ne 
doit pas permettre aux deux protons géminaux d’occuper le même environnement pour des durées 
similaires et 3) il doit y avoir un gradient de champ entre les deux protons. Le point 2 nous intéresse 
particulièrement, car il est relié au concept de rigidité moléculaire. Les macrocycles sont contraints par 
définition, mais à différents degrés en fonction de la taille du cycle et des liens qui le composent. Dans la 
série 2S étudiée ici, la nature des liens demeure identique, seule la position du peptoïde change. Le 
Tableau 11 et la Figure 60 ci-dessous rapportent les différences de déplacement observées pour quatre 
paires de protons. 
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Tableau 11 
 
Dans le tableau, les valeurs en rouge signifient de grandes différences de déplacement, donc un 
environnement relativement rigide. L’échelle de couleur est différente pour chacune des paires rapportées 
(i.e. chacune des rangées), car tel que vu précédemment, le gradient de champ entre les deux protons joue 
également un rôle dans le niveau de séparation. On ne peut donc pas comparer directement deux rangées 
entre elles. Plusieurs de ces mesures corrèlent fortement avec la perméabilité (Tableau 12), incluant à la 
fois des tendances dans un seul solvant (entrées 1-4), une tendance basée sur les différences entre deux 
solvants (entrée 5) et une tendance globale basée sur la somme des différences relatives des quatre 
paramètres (entrée 6). Cette dernière mesure est calculée comme suit : on détermine d’abord l’écart le 
plus important au sein d’une même rangée, par exemple le paramètre Hβ (Phe) a un écart maximal de 
0.48 (0.48 – 0). Puis, pour un composé donné, l’écart entre les deux solvants est divisé par l’écart maximal. 
Par exemple pour Nala-2S, on obtient (0.42-0.33)/0.48 ≈ 0.19. Pour un composé donné, la somme de ces 
différences relatives (trois ou quatre selon le cas) donne la mesure dénotée ∑|DMSO - CDCl3|rel. Plus 
cette valeur est élevée, plus la molécule présente de grandes différences d’un solvant à l’autre. 
 
 Nala-2S Ø-2S Nphe-2S Nleu-2S 
 CDCl3 DMSO CDCl3 DMSO CDCl3 DMSO CDCl3 DMSO 
Hβ (Phe) 0.33 0.42 0.48 0.22     0 0.4 
H5 (Chaînon) 0.47 0.46 0.67 0.41 0.45 0.19 0.75 0 
Hδ (Leu) 0.06 0.08 0.05 0.03 0.17 0.25     
Hα (peptoïde) 0.51 0.68     1.36 0.73 1.52 0.89 
∑|DMSO - CDCl3|rel 0.46 0.98 1.33 2.46 
Pe 5.40E-09 1.90E-07 6.48E-07 1.56E-06 
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Tableau 12 
Entrée Paramètre Solvant R2 Sens pour Pe↑  
1 Hβ (Phe) CDCl3 0.83 Flexible 
2 H5 (Chaînon) d6-DMSO 0.97 Flexible 
3 Hδ (Leu) CDCl3 0.90 Rigide 
4 Hα (peptoïde) d6-DMSO 0.96 Rigide 
5 H5 (Chaînon) CDCl3 - d6-DMSO 0.96 Grande différence 
6 ∑|DMSO - CDCl3|rel - 0.99 Grandes différences 
 
 
Figure 60 : Comparaison entre différences de déplacement et perméabilité 
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Les corrélations affichées au Tableau 12 ne sont basées que sur trois ou quatre points, mais il est 
intéressant de remarquer que les R2 les plus élevés correspondent aux tendances sur quatre points (entrées 
2, 5 et 6). La valeur globale∑|DMSO - CDCl3|rel est particulièrement intéressante, car elle suggère que 
plus le changement conformationnel entre les deux milieux est grand, plus la perméabilité passive est 
élevée. Bien que toutes ces mesures de différences de déplacement puissent être associées à la rigidité 
moléculaire, il faut garder en tête que ces différences dépendent également de l’environnement chimique 
des groupements diastéréotopiques (point 3 ci-haut), ce qui rend la comparaison entre différentes 
molécules difficile, aussi similaires soient-elles. Cependant, la comparaison d’une même molécule entre 
deux solvants réduit cette ambiguïté : tout changement – qu’il soit lié à une différence de rigidité ou à 
une différence d’environnement – témoigne d’un changement conformationnel. Le même raisonnement 
peut s’appliquer à la mesure de ppb/K vue précédemment : bien que ces données corrèlent moins bien 
que les différences de déplacement, il demeure que la plus grande différence observée est aussi associée 
au composé le plus perméant (Nleu-2S). 
 
Les composés 70 et 71 (HypA et HypB) ont également été caractérisés par RMN 2D dans le d6-DMSO 
(Tableau 13), ce qui permet de retrouver deux des six paramètres identifiés plus haut présentant une bonne 
corrélation : H5 (Chaînon) et Hα (peptoïde) dans le DMSO. Dans les deux cas, on aurait pu prédire 
correctement lequel de ces deux composés allait être le plus perméant. 
 
 
Tableau 13 
 HypA HypB 
 δδDMSO (ppm) δδDMSO (ppm) 
Hβ (Phe) 0.32 0.40 
H5 (Chaînon) 0.26 0.00 
Hδ (Leu) 0.06 0.03 
Hα (peptoïde) 0.54 1.09 
Pe 6.12E-08 4.65E-07 
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Les différentes expériences RMN présentées ci-haut ont permis de tirer les conclusions suivantes: 
1. L’importance de cette position ne semble pas être reliée avec un donneur de pont H exposé au 
solvant que l’on aurait éliminé par la substitution peptoïdique. 
2. L’amide du chaînon n’est presque jamais exposé au solvant, que ce soit le CDCl3 ou le DMSO. 
3. Plus les amides sont exposés dans le solvant hydrophile, meilleure est la perméabilité. 
4. Une bonne corrélation est observée entre la perméabilité et la différence de déplacement des 
protons H5 du chaînon, suggérant que le chaînon des composés les plus perméants est plus 
flexible. 
5. Les différences conformationnelles entre un milieu hydrophile et un milieu hydrophobe sont plus 
importantes pour les composés perméants.  
 
Il avait été déterminé précédemment que la position du peptoïde jouait un rôle important. Le point 1 vient 
complémenter cette observation. L’effet du peptoïde est donc lié à sa géométrie et non à un amide exposé 
qu’il aurait masqué. 
 
Les points 2 et 4 sont reliés au chaînon: l’amide n’est pas ou peu exposé au solvant, ce qui laisse suggérer 
un pont H intramoléculaire favorable. Cependant, plus la chaîne carbonée est flexible, meilleure est la 
perméabilité. Il est possible que cet amide puisse participer à plus d’un pont H : il est bien placé pour 
interagir à la fois avec son propre carbonyle et avec celui de l’alanine. 
 
Les points 3 et 5 se complètent : pour un composé perméant, on recherche d’une part de fortes interactions 
avec le milieu hydrophile et d’autre part une grande différence de conformation entre les deux milieux. 
Autrement dit, un composé ayant une bonne solubilité dans les deux milieux. Il pourrait être intéressant 
à cet égard de comparer la solubilité de ces composés dans l’eau et dans la membrane. 
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CONCLUSION GÉNÉRALE 
Ce projet visait à synthétiser et à évaluer la relation structure-perméabilité d’un ensemble de macrocycles 
semi-peptidiques. Deux modifications conformationnelles ont été étudiées conjointement : la substitution 
d’un acide aminé par son analogue peptoïdique et les différentes positions d’un méthyle sur un chaînon 
aliphatique. La première modification permettait de changer la géométrie du squelette peptidique alors 
que la deuxième introduisait un point rigide au sein du chaînon. 
 
La perméabilité passive a été étudiée par un essai PAMPA et la perméabilité effective par un essai sur 
cellules Caco-2. L’analyse de ces résultats a conduit à limiter l’interprétation de l’expérience de Caco-2, 
qui à ce stade n’était pas suffisamment reproductible. De plus, l’essai PAMPA présentait l’avantage de 
décrire uniquement la perméabilité passive, qui était le paramètre le plus directement relié à l’étude de la 
relation structure-perméabilité. 
 
Les résultats obtenus sont dispersés sur une grande plage de valeurs et montrent que les deux 
modifications apportées peuvent avoir un effet tant positif que négatif sur la perméabilité. Il a cependant 
été observé que la substitution du peptoïde de la leucine apportait un effet positif important, élevant la 
majorité de ces macrocycles dans la catégorie des composés non limités par leur perméabilité. Deux 
hypothèses ont été formulées pour expliquer cet effet marqué et on a pu déterminer que c’est la position 
de cette substitution au sein du macrocycle qui est importante. Concernant l’effet de la position du 
méthyle sur le chaînon, aucune tendance globale n’a été observée. On a cependant pu remarquer que 
certains couples d’épimères présentaient des perméabilités significativement différentes, sans toutefois 
être en mesure d’en expliquer la cause. Des études basées sur la dynamique moléculaire sont prévues 
pour ce faire. 
 
Une étude conformationnelle basée sur différentes expériences RMN a permis d’approfondir notre 
compréhension de la relation structure-perméabilité, notamment en analysant les ponts H 
intramoléculaires et les différences de conformations entre un milieu hydrophile et hydrophobe. Comme 
autre résultante de ce projet, l’essai PAMPA a pu être développé à l’IPS et l’essai Caco-2 est également 
en cours de développement. La librairie présentée dans ce mémoire sera aussi suppléée de nouveaux 
composés présentant de nouveaux chaînons et de nouveaux isostères d’amide. 
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Remarques générales 
 
Toutes les réactions ont été effectuées sous atmosphère d’argon dans de la verrerie séchée à la flamme. 
Les solvants anhydres et certains réactifs liquides ont été achetés chez EMD Millipore DrySolv® ou 
distillés avant leur utilisation, et ils sont rapportés dans le tableau G.1 suivant. 
 
Tableau G.1 : Agents desséchants utilisés pour la distillation de différents solvants et réactifs. 
 
Solvant / Réactif distillé Agent desséchant 
Dichlorométhane Hydrure de calcium 
Méthanol Mg0 et I2 
Tétrahydrofurane Sodium, Benzophénone 
Toluène Hydrure de calcium 
 
Les chromatographies sur couche mince ont été effectuées sur des plaques de verre recouvertes de gel de 
silice (0.25 mm, Silicyle). Les produits en chromatographie sur couche mince ont été révélés à la lampe 
UV, puis par trempage dans une solution aqueuse de KMnO4, dans une solution de vanilline ou dans une 
solution de ninhydrine, suivi d’un chauffage. Les chromatographies éclair ont été effectuées avec du gel 
de silice (40-63 µm, Silicyle). 
 
Les spectres de résonance magnétique nucléaire (1H, 13C, TOCSY, COSY, ROESY, HSQC) ont été 
enregistrés avec un appareil Bruker Ascend™ 400. L’étalon interne est le chloroforme (7.27 ppm), le 
DMSO (2.50 ppm) ou le méthanol (3.31 ppm) pour la résonance des protons et le chloroforme (77.0 
ppm), le DMSO (39.5 ppm) ou le méthanol (49.2 ppm) pour la résonance des carbones.  
 
Les spectres UV et spectres de masse ont été enregistrés avec un UPLC/MS « Acquity H-Class UPLC-
MS » équipé d’une colonne BEH C18 (50 × 2.1 mm, 1.7 μm spherical particle size) avec un flux de 0.8 
mL/min sur 2.5 minutes dans un gradient de 5−95% acétonitrile dans l’eau + 0.1% d’acide formique dans 
les deux solvants. Le système UPLC-MS et les colonnes ont été achetées chez Waters (Canada). 
 
Les macrocycles finaux ont été purifiés sur un appareil HPLC préparatif (Waters Sample Manager 2767, 
Binary gradient module 2545, SQ Detector 2) équipé d’une colonne XSelect Peptide CSH C18 OBD Prep 
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Column (100 x 19 mm, 5 μm spherical particle size) avec un flux de 20 mL/min sur 15 minutes dans 
différents gradients d’acétonitrile dans l’eau + 0.1% d’acide formique dans les deux solvants.  
 
L’essai PAMPA a été fait sur des plaques-filtres 96 puits PVDF hydrophobes 0.45 µm de 200µL 
(Millipore MAIPNTR10) et des plaques réceptrices de 300 µL (Millipore MATRNPS50). 
 
L’essai Caco-2 a été fait sur des plaques Transwell en polycarbonate (Corning, 3379) avec des filtres 
hydrophiles 0.45 µm (Millipore HVLP04700). 
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Modes opératoires 
Loading and capping procedure: To Wang resin (200 mg, nominal loading: 1.5 mmol/g) was added 
anhydrous THF (2 mL) and the mixture was left for 30 min. Meanwhile, a solution of the first amino 
acid (3 eq.) was prepared in anh. THF (2 mL). To this solution was added PPh3 (3 eq.) and DIAD 
(3 eq.) The THF from the resin solution was removed by filtration and the amino acid solution was 
added. The mixture was left on an orbital shaker overnight. The resin was then filtered and washed in 
the following sequence: 3x DMF, 3x DMC, 3x iPrOH, 3x DCM, 3x iPrOH, 3x DCM. A freshly 
prepared solution of DCM:Ac2O:DIPEA (15:2:1, 2 mL) was then added and the mixture was left on an 
orbital shaker for 30 min, after which it was washed using the same sequence as above. 
 
Loading procedure for Nphe: To 2-chlorotrityl chloride resin (200 mg, nominal loading: 1.2 mmol/g) 
was added anhydrous DCM (2 mL) and the mixture was left for 30 min. Meanwhile, a solution of 
bromoacetic acid (4 eq.) was prepared in anh. DCM (2 mL). To this solution was added DIPEA (8 eq.) 
The DCM from the resin solution was removed by filtration and the amino acid solution was added. 
The mixture was left on an orbital shaker for 1 hour. The resin was then filtered and washed 6 times 
with DMF. A solution of benzylamine (20 eq.) in DMF (2 mL) was added and the mixture was left on 
an orbital shaker for 1 hour. The resin was then filtered and washed 6 times with DMF. 
 
Deprotection procedure: To the resin (200 mg) was added a solution of 20% piperidine in DMF 
(2 mL) and the mixture was left on an orbital shaker for 20 min. The resin was then washed twice with 
DMF and a solution of 20% piperidine in DMF (2 mL) was added once more, then left on the orbital 
shaker for another 20 min. The resin was then washed 6 times with DMF.  
 
Coupling procedure for amino acids and Nala: A solution of amino acid (3 eq.) and HATU (2.5 eq.) 
in DMF (2 mL) was prepared, then DIPEA (5 eq.) was added. The resulting yellow solution was added 
to the deprotected resin and left on the orbital shaker for 3 hours. The resin was then filtered and 
washed in the following sequence: 3x DMF, 3x DMC, 3x iPrOH, 3x DCM, 3x iPrOH, 3x DCM. 
 
Coupling procedure for Nleu: A solution of bromoacetic acid (6.8 eq.) and DIC (8 eq.) in DMF 
(2 mL) was added to the deprotected resin and left on the orbital shaker for 1 hour. The resin was then 
filtered and washed 6 times with DMF. A solution of isobutylamine (20 eq.) in DMF (2 mL) was then 
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added to the resin and left on the orbital shaker for 1 hour. The resin was then filtered and washed 
6 times with DMF. 
 
Cleavage and deprotection procedure: A 50% solution of TFA in DCM was added to the resin and 
the mixture was left on the orbital shaker for 1 hour. The solution was then filtered and concentrated 
under reduced pressure, adding DCM when almost dry (3x) to remove most of the TFA.  
 
Macrocyclization procedure: The linear peptide was dissolved in DMF (0.025 mol/L) , DEPBT was 
added (1.1 eq.), followed by DIPEA (3 eq.). The resulting yellow solution was left to stir until 
completion, typically around 72 hours. It was then filtered on a carbonate scavenging cartridge and 
concentrated under reduced pressure. The crude product was purified on a preparative HPLC-MS. 
 
PAMPA assay: The assay was carried with 10 µL membrane (2% lecithin in dodecane), using a 
100 µM solution in a phosphate butter (pH = 6.4) and shaken for 17 hours (25°C, 50 rpm). 
 
Caco-2 assay: Caco-2 cells were passaged 38 times, and grown on the filter for 22 days, at which point 
the transepithelial electrical resistance (TEER) was over 300 Ω∙cm2. Compounds were tested in an 
initial 10 µM solution using a HBSS buffer (HEPES/NaOH, pH = 7.4) and a sample was taken every 
hour for three hours at 37°C. 
 
5-Azidovaleric acid (9) 
 
5-Bromovaleric acid (5.00 g, 27.6 mmol, 1 eq.) was dissolved in DMSO (275 mL, 0.1 M), sodium azide 
(7.18 g, 110 mmol, 4 eq.) was added and the mixture was stirred overnight. Upon completion, 1 M HCl 
was added (300 mL) and the solution extracted with ethyl acetate (3 x 300 mL). The organic phases 
were combined and washed with a 1:1 mixture of brine and 1 M HCl (6 x 300 mL), dried using MgSO4, 
filtered and concentrated under reduced pressure to obtain an orange oil (4.05 g, quantitative) that was 
used directly for next step. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 11.42 (1H, s), 3.31 (2H, t, J = 6.6 Hz), 2.40 
(2H, t, J = 7.2 Hz), 1.77-1.61 (4H, m); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 178.0, 51.0, 33.3, 28.2, 21.8; 
HRMS [M-H]- calcd for C5H9N3O2: 142.0611, found: 142.0621. 
1-[(4S)-4-Benzyl-2-oxo-1,3-oxazolidin-3-yl]-5-azido-1-pentanone (10) 
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 5-Azidovaleric acid (3.95 g, 27.6 mmol, 1 eq.) was dissolved in THF (92 mL, 0.3 M) and the solution 
was cooled to -78 °C. Triethylamine (4.62 mL, 33.1 mmol, 1.2 eq.) was added, followed by 
trimethylacetyl chloride (3.74 mL, 30.4 mmol, 1.1 eq.) and the solution was left to stir and warm up to 
0 °C for 1 h. In a separate flask, (S)-4-Benzyl-2-oxazolidinone (5.87 g, 33.1 mmol, 1.2 eq.) was 
dissolved in THF (39 mL, 0.7 M) and cooled to -78 °C. To this solution was added a solution of 
n-Butyllithium in hexanes (33.1 mmol, 1.2 eq.) dropwise. The solution containing the azide was cooled 
back to -78 °C and the oxazolidinone solution was added to it by canula. It was left to stir and warm up 
to 0 °C for 2 h. When completed, the solution was poured into sat. NH4Cl (300 mL) and extracted with 
EtOAc (3 x 300 mL). The organic fractions were merged, washed with brine (1 x 300 mL), dried using 
MgSO4, filtered and concentrated under reduced pressure to obtain an orange oil. This crude product 
was purified by flash chromatography (7:3 hexanes/ethyl acetate), yielding a colourless oil (6.06 g, 
73%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7.40-7.25 (3H, m), 7.24-7.17 (2H, m), 4.74-4.63 (1H, m), 
4.27-4.16 (3H, m), 3.39-3.25 (3H, m), 3.10-2.87 (2H, m); 1.87-1.64 (4H, m) 13C NMR (75 MHz, 
CDCl3): δ 172.3, 153.4, 135.2, 129.4, 128.9, 127.3, 66.2, 55.1, 51.1, 37.9, 34.9, 28.2, 21.3; HRMS 
[M+Na]+ calcd for C15H18N4O3: 325.1271, found: 325.1278. 
 
(2S)-1-[(4S)-4-Benzyl-2-oxo-1,3-oxazolidin-3-yl]-5-azido-2-methyl-1-pentanone (11) 
 
1-[(4S)-4-Benzyl-2-oxo-1,3-oxazolidin-3-yl]-5-azido-1-pentanone (6.06 g, 20.0 mmol, 1 eq.) was 
dissolved in THF (10 mL, 2 M) and cooled to -78 °C. In a separate vessel, a 0.5 M solution of 
potassium bis(trimethylsilyl)amide in toluene (56 mL, 28.1 mmol, 1.4 eq.) was dissolved in cold 
(-78 °C) THF (134 mL, 0.15 M). The solution contaning the oxazolidinone was then added by canula to 
the KHMDS solution and left to stir for 30 minutes. Methyl iodide (3.74 mL, 60 mmol, 3 eq.) was 
added and was left stir and warm up to 0 °C during 2 h. The reaction mixture was then poured into a 
saturated solution of NH4Cl and the product was extracted with ethyl acetate (3 x 500 mL). The organic 
fractions were merged, washed with brine (1 x 500 mL), dried using MgSO4, filtered and concentrated 
under reduced pressure to obtain a crude yellow oil (6.74 g, quant., de = 69%) which was used directly 
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for the next step. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 7.40-7.25 (3H, m), 7.25-7.15 (2H, m), 4.75-4.65 (1H, 
m), 4.28-4.15 (2H, m), 3.82-3.67 (1H, m), 3.39-3.20 (3H, m), 2.78 (1H, dd, J = 13.1, 9.6 Hz), 1.92-1.77 
(1H, m), 1.73-1.43 (3H, m), 1.26 (3H, d, J = 6.8 Hz) 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 176.6, 153.0, 
135.1, 129.4, 128.9, 127.4, 66.1, 55.2, 51.3, 37.9, 37.4, 30.3, 26.6, 17.5; HRMS [M+Na]+ calcd for 
C16H20N4O3: 339.1428, found: 339.1430.  
 
(2S)-5-Azido-2-methylvaleric acid (12) 
 
(2S)-1-[(4S)-4-Benzyl-2-oxo-1,3-oxazolidin-3-yl]-5-azido-2-methyl-1-pentanone (1.51 g, 4.77 mmol, 
1 eq.) was dissolved in THF:H2O (3:1, 100 mL, 0.05 M) and the solution was cooled to 0 °C. Hydrogen 
peroxide (2.70 mL, 23.8 mmol, 5 eq.) was added, followed by lithium hydroxide (228 mg, 9.52 mmol, 
2 eq.) and the solution was left to stir until completion (approximately 20 minutes). A saturated solution 
of sodium sulfite was added (5 mL) and the solution was concentrated under reduced pressure to 
remove most of the THF. A saturated solution of sodium bicarbonate (100 mL) was added the product 
was washed with dichloromethane (3 x 100 mL). The aqueous phase was acidified to pH = 1 using 1 M 
HCl and extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL). The ethyl acetate fractions were combined, dried 
using MgSO4, filtered and concentrated under reduced pressure to obtain a colourless oil (730 mg, 
98%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 10.61 (1H, s), 3.30 (2H, t, J = 6.6 Hz), 2.57-2.44 (1H, m), 
1.83-1.48 (4H, m), 1.22 (3H, d, J = 6.9 Hz); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 182.2, 51.2, 38.9, 30.5, 
26.5, 16.9; HRMS [M-H]- calcd for C6H11N3O2: 156.0768, found: 156.0772. 
 
(2S)-5-Amino-2-methylvaleric acid 
H2N OH
O
 
(2S)-5-Azido-2-methylvaleric acid (3.04 g, 19.3 mmol, 1 eq.) was dissolved in methanol (40 mL, 
0.5 M) with 5% (v/v, 2 mL) acetic acid, palladium on carbon (10% wt) was added (310 mg) and the 
solution was put under 300 psi of hydrogen and shaken for 16 h. The Pd/C was removed by filtration 
over a Celite pad and the solution was concentrated under reduced pressure to obtain a colourless oil in 
quantitative yield. This crude product was used directly in the next step. 
 
(2S)-2-Methyl-5-(tert-butoxycarbonylamino)valeric acid (13) 
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(2S)-5-Amino-2-methylvaleric acid (2.54 g, 19.4 mmol, 1 eq.) was dissolved in a 2:1 mixture of 
dioxane and water (60 mL, 0.3 M) and sodium bicarbonate was added until pH reached 8. Di-tert-butyl 
dicarbonate (4.65 g, 21.3 mmol, 1.1 eq.) was added and the solution was stirred for 16 h. Upon 
completion, the dioxane was removed under reduced pressure, 1 M HCl was added (100 mL) and the 
product was extracted with ethyl acetate (3 x 100 mL). The organic fractions were combined, dried 
using MgSO4, filtered and concentrated under reduced pressure to obtain a colourless oil (3.50 g, 78%). 
The product was isolated by flash chromatography (DCM/MeOH, 95:5) and coevaporated multiple 
times with toluene to yield a colourless oil (1.73 g, 39%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 5.75 (0.2H, 
br s), 4.60 (0.8H, br s), 3.13 (2H, br t), 2.55-2.43 (1H, m), 1.77-1.63 (1H, m), 1.59-1.49 (3H, m), 1.45 
(9H, s), 1.20 (3H, d, J = 7.0 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 181.8, 156.0, 79.3, 40.3, 39.0, 30.6, 
28.4, 27.7, 16.9; HRMS [M+Na]+ calcd for C11H21NO4: 254.1363, found: 254.1368. 
 
(3R)-3,7-Dimethyl-6-octenoic acid (15) 
 
(3R)-3,7-Dimethyl-6-octen-1-ol (5.00 g, 32.0 mmol, 1 eq.) was dissolved in DMF (100 mL, 0.3 M) and 
pyrdinium dichromate (60.2 g, 160 mmol, 5 eq.) was added. The solution was stirred for 16 h. Upon 
completion, diethyl ether (300 mL) was added and the mixture was washed with half-sat. NH4Cl 
(6 x 300 mL) and brine (1 x 300 mL). The organic fractions were combined, dried using MgSO4, 
filtered and concentrated under reduced pressure to obtain a colourless oil. The product was isolated by 
flash chromatography (Hexanes/EtOAc, 17:3) to yield a colourless oil (3.93 g, 72%). 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3): δ 11.50 (1H, br s), 5.15-5.05 (1H, m), 2.38 (1H, dd, J = 15.4, 5.9 Hz), 2.16 (1H, 
dd, J = 15.4, 8.0 Hz), 2.07-1.92 (3H, m), 1.69 (3H, d, J = 1.0 Hz), 1.61 (3H, s), 1.45-1.34 (1H, m), 
1.31-1.21 (1H, m), 0.99 (3H, d, J = 6.6 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 179.4, 131.7, 124.1, 41.5, 
36.7, 29.8, 25.7, 25.4, 19.6, 17.6; HRMS [M-H]- calcd for C10H18O2: 169.1223, found: 169.1233. 
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Methyl (3R)-3,7-dimethyl-6-octenoate (16) 
 
(3R)-3,7-Dimethyl-6-octenoic acid (2.51 g, 14.7 mmol, 1 eq.) was dissolved in diethyl ether (50 mL, 
0.3 M). A solution of diazomethane (73.7 mmol, 5 eq.) in diethyl ether (200 mL, 0.37 M) was added 
and the reaction was stirred for 2 h. Upon completion, drops of acetic acid were added until the solution 
became colourless. The solvent was concentrated by reduced pressure to yield a slightly yellow oil 
(2.60 g, 61%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 5.14-5.04 (1H, m), 3.67 (3H, s), 2.33 (1H, dd, J = 14.8, 
5.9 Hz), 2.12 (1H, dd, J = 15.2, 8.1 Hz), 2.06-1.87 (3H, m), 1.69 (3H, d, J = 0.9 Hz), 1.61 (3H, s), 
1.43-1.16 (3H, m), 0.95 (3H, 6.6 Hz) ; 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 173.7, 131.5, 124.2, 51.3, 41.6, 
36.7, 30.0, 25.7, 25.4, 19.6, 17.6; HRMS [M+Na]+ calcd for C11H20O2: 207.1356, found: 207.1358. 
 
(4R)-5-Methoxycarbonyl-4-methylvaleric acid (17) 
 
Methyl (3R)-3,7-dimethyl-6-octenoate (2.60 g, 14.1 mmol, 1 eq.) was dissolved in a 2:2:3 mixture of 
carbon tetrachloride (40 mL), acetonitrile (40 mL) and water (60 mL). Sodium periodate (12.4 g, 
57.9 mmol, 4.1 eq.) was added, followed by ruthenium(III) chloride (65 mg, 0.31 mmol, 2.2 mol-%). 
The resulting heterogenous solution was stirred vigorously for 2 h or until completion. 1 M HCl was 
added and the product was extracted with dichloromethane (3 x 200 mL). The organic fractions were 
combined and concentrated under reduced pressure, then resolubilized in ethyl acetate and extracted 
with dil. NaHCO3 (3 x 200 mL). The aqueous phase was acidified to pH 1 using 1 M HCl and extracted 
with ethyl acetate (5 x 200 mL). The organic fractions from the last extraction were combined, dried 
using MgSO4, filtered and concentrated under reduced pressure to obtain a colourless oil (1.65 g, 67%). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 3.67 (3H, s), 2.46-2.26 (3H, m), 2.23-2.12 (1H, m), 2.07-1.93 (1H, m), 
1.77-1.64 (1H, m), 1.61-1.47 (1H, m), 0.96 (3H, d, J = 6.7 Hz); 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ 179.0, 
173.2, 51.5, 41.2, 31.5, 31.2, 29.8, 19.3; HRMS [M+Na]+ calcd for C8H14O4: 197.0784, 
found: 197.0786. 
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Methyl (3R)-3-methyl-5-(tert-butoxycarbonylamino)valerate (18) 
 
(4R)-5-Methoxycarbonyl-4-methylvaleric acid (2.30 g, 13.2 mmol, 1 eq.) was dissolved in tert-butanol 
(130 mL, 0.1 M), then diphenylphosphoryl azide (3.13 mL, 14.5 mmol, 1.1 eq.) was added, followed by 
triethylamine (2.02 mL, 14.5 mmol, 1.1 eq.) and the mixture was refluxed for 16 h. Upon completion, 
the solvent was concentrated under reduced pressure and dissolved in ethyl acetate (100 mL). It was 
washed with half-sat. NaHCO3 (2 x 100 mL), water (2 x 100 mL) and brine (1 x 100 mL). The organic 
fractions were combined, filtered through a pad of Celite, dried using MgSO4, filtered and concentrated 
under reduced pressure to obtain an orange oil (2.36 g, 73%) which was used without further 
purification. 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 4.66 (1H, br s), 3.61 (3H, s), 3.18-2.95 (2H, m), 2.27 (1H, 
dd, J = 15.0, 6.3 Hz), 2.11 (1H, dd, J = 15.1, 7.7 Hz), 2.03-1.90 (1H, m), 1.52-1.41 (1H, m), 1.38 (9H, 
s), 1.35-1.28 (1H, m), 0.91 (3H, d, J = 6.7 Hz); HRMS [M+Na]+ calcd for C12H23NO4: 268.1519, 
found: 268.1518. 
 
(3R)-3-Methyl-5-(tert-butoxycarbonylamino)valeric acid (19) 
 
Methyl (3R)-3-methyl-5-(tert-butoxycarbonylamino)valerate (571 mg, 2.33 mmol, 1 eq.) was dissolved 
in methanol (12 mL, 0.2 M), 1 M NaOH was added (12 mL, 12 mmol, 5 eq.) and the reaction was left 
to stir for 3 h. Upon completion, 1 M HCl was added to pH 2 and the product was extracted with 
dichloromethane (3 x 50 mL). The organic fractions were combined, dried using MgSO4, filtered and 
concentrated under reduced pressure to obtain a colourless oil (541 mg, quant.) The product was 
isolated by flash chromatography (DCM/MeOH, 19:1) to afford a colourless oil (484 mg, 90%). 
1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 10.64 (1H, br s), 6.05 (0.3H, s), 4.67 (0.7H, s), 3.12 (2H, s), 2.43-2.26 
(1H, m), 2.18 (1H, dd, J = 15.3, 7.5 Hz), 2.10-1.90 (1H, m), 1.65-1.48 (1H, m), 1.43 (9H, s), 0.98 (3H, 
7.4 Hz); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 178.2, 156.1, 79.3, 41.3, 38.3, 36.5, 28.3, 27.5, 19.5; HRMS 
[M-H]- calcd for C11H21NO4: 230.1387, found: 230.1388. 
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(2R)-2,6-Dimethyl-5-heptenylamino 2,2-dimethylpropionate (23) 
 
(3R)-3,7-Dimethyl-6-octenoic acid (2.03 g, 11.9 mmol, 1 eq.) was dissolved in anhydrous THF 
(120 mL, 0.1 M) and the following reagents were added, in order: sodium azide (2.72 g, 3.5 eq.), zinc 
trifluoromethanesulfonate (143 mg, 0.394 mmol, 3.3 mol-%), tetrabutylammonium bromide (577 mg, 
1.79 mmol, 15 mol-%), tert-butanol (571 µL, 5.97 mmol, 0.5 eq.) and di-tert-butyl dicarbonate (2.87 g, 
13.13 mmol, 1.1 eq.) The mixture was left to stir for 16 h. Upon completion, a 10% w/v sodium nitrite 
solution was added (240 mL), followed by 120 mL of ethyl acetate and the mixture was left to stir for 
10 min. The two phases were separated and the remaining aqueous phase was extracted with further 
portions of ethyl acetate (3 x 120 mL). The organic phases were combined, washed with NH4Cl 
(2 x 250 mL), NaHCO3 (2 x 250 mL) and brine (1 x 250 mL), dried using MgSO4, filtered and 
concentrated under reduced pressure to obtain a yellow oil (2.76 g, 96%) The product was isolated by 
flash chromatography (hexanes/EtOAc, 9:1) to afford a colourless oil (1.30 g, 45%). 1H NMR 
(400 MHz, CDCl3): δ 5.13-5.04 (1H, m), 4.55 (1H, s), 3.15-2.80 (2H, m), 2.09-1.90 (2H, m), 1.68 (3H, 
d, J = 0.9 Hz); 1.66-1.54 (1H, m), 1.60 (3H, s), 1.45 (9H, s), 1.42-1.31 (1H, m), 1.20-1.07 (1H, m), 0.90 
(3H, d, J = 6.8 Hz); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 156.1, 131.5, 124.4, 79.0, 46.5, 34.3, 33.2, 28.4, 
25.7, 25.3, 17.6, 17.4; HRMS [M+Na]+ calcd for C14H27NO2: 264.1934, found: 264.1939. 
 
(4R)-4-Methyl-5-(tert-butoxycarbonylamino)valeric acid (24) 
 
(2R)-2,6-Dimethyl-5-heptenylamino 2,2-dimethylpropionate (2.40 g, 9.96 mmol, 1 eq.) was dissolved 
in methanol (50 mL, 0.2 M) and chilled to -78 °C. Ozone was bubbled through the solution for 45 min. 
followed by oxygen for 30 min. The flask was removed from the cooling bath and 30% hydrogen 
peroxide was added (5.64 mL, 49.7 mmol, 5 eq.), followed by 1 M sodium hydroxide (20 mL, 
19.9 mmol, 2 eq.) and it was left to stir for 16 h. Upon completion, the flask was chilled to 0 °C and a 
saturated solution of sodium sulfite (5 mL) was added dropwise to quench excess peroxides. The 
solution was acidified to pH 2 using 1 M HCl and extracted with dichloromethane (3 x 50 mL). The 
organic phases were combined, dried using MgSO4, filtered and concentrated under reduced pressure to 
obtain a slightly yellow oil (2.33 g, quant.) and the product was isolated by flash chromatography 
(hexanes/EtOAc/formic acid, 98:1:1 to 95:4:1) and then coevaporated 5 times with toluene to remove 
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traces of formic acid to afford a slightly yellow oil (1.29 g, 56%). 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
12.50-8.10 (1H, br s), 5.95 (0.3H, s), 4.67 (0.7H, s), 3.15-2.92 (2H, m), 2.51-2.27 (2H, m), 1.82-1.58 
(2H, m), 1.45 (9H, s), 0.92 (3H, d, J = 6.7 Hz); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): 178.8, 156.2, 79.3, 46.0, 
33.2, 31.5, 28.8, 28.4, 17.1; HRMS [M+Na]+ calcd for C11H21NO4: 254.1363, found: 254.1368. 
 
(1S)-3-Diazo-1-methyl-2-oxopropylamino 2,2-dimethylpropionate (26) 
 
Boc-L-Ala-OH (1.00 g, 5.29 mmol, 1 eq.) was dissolved in anhydrous THF (21 mL, 0.25 M) and the 
solution was cooled to -15 °C. Isobutylchloroformate (564 µL, 5.81 mmol, 1.1 eq.) was added, followed 
by triethylamine (420 µL, 5.81 mmol, 1.1 eq.) After 15 minutes of stirring, it was removed from the 
cooling bath and left to warm up to room temperature. The resulting white mixture was filtered on a pad 
of Celite to obtain a colourless solution. To this solution was slowly added a freshly prepared solution 
of diazomethane in ether (30 mL, 0.88 M, 5 eq.) and the resulting yellow solution was left to stir for 
2.5 h. Upon completion, the solution was quenched with acetic acid until colourless. It was then washed 
twice with sat. NaHCO3 (2 x 60 mL), sat. NH4Cl (2 x 60 mL) and brine (1 x 60 mL). The organic phase 
was dried using MgSO4, filtered and concentrated under reduced pressure to obtain a yellow oil 
(> 100%). This crude product was purified by flash chromatography (4:1 hexanes/ethyl acetate) to 
obtain a yellow cristalline solid (718 mg, 64%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 5.44 (1H, s), 5.12 (1H, 
s), 4.23 (1H, s), 1.45 (9H, s), 1.33 (3H, d, J = 7.0 Hz); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 194.4, 155.1, 
80.0, 53.4, 28.3, 18.5; HRMS [M+Na]+ calcd for C9H15N3O3: 236.1006, found: 236.1010. 
 
Methyl (3S)-3-(tert-butoxycarbonylamino)butyrate (27) 
 
(1S)-3-Diazo-1-methyl-2-oxopropylamino 2,2-dimethylpropionate (718 mg, 3.37 mmol, 1.0 eq.) was 
dissolved in anhydrous methanol (34 mL, 0.1 M). To this was added dropwise a solution of silver 
benzoate (78 mg, 0.34 mmol, 0.1 eq.) in triethylamine (3.4 mL, 0.1 M with respect to silver benzoate). 
After about 5 minutes, the solution turned black and was left to stir overnight. Upon completion, the 
solution was filtered on Celite and concentrated under reduced pressure to yield an orange oil which 
was solubilized in ethyl acetate (30 mL), washed with water (1 x 30 mL), 0.1 M HCl (1 x 30 mL) and 
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brine (1 x 30 mL), dried using MgSO4, filtered and concentrated under reduced pressure to obtain a 
black oil. This crude product was purified by flash chromatography (3:1 hexanes/ethyl acetate) to obtain 
a yellow solid (628 mg, 86%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 4.91 (1H, s), 4.03 (1H, m), 3.68 (3H, s), 
2.50 (2H, m), 1.43 (9H, s), 1.21 (3H, d, J = 6.6 Hz); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 172.0, 155.0, 79.3, 
51.6, 43.4, 40.6, 28.4, 20.4; HRMS [M+Na]+ calcd for C10H19NO4: 240.1206, found: 240.1212. 
 
(1S)-2-Formyl-1-methylethylamino 2,2-dimethylpropionate (28) 
 
Methyl (3S)-3-(tert-butoxycarbonylamino)butyrate (1.53 g, 7.05 mmol, 1 eq.) was dissolved in 
anhydrous dichloromethane (14 mL, 0.5 M) and chilled to -78 °C. To this was added a 1 M 
diisobutylaluminium hydride solution (12.0 mL, 12.0 mmol, 1.7 eq.) dropwise. Upon completion, the 
reaction mixture was transferred into a saturated solution of potassium sodium tartrate (50 mL) and the 
mixture was left to stir for 1 h. The two phases were separated and the aqueous phase was extracted 
with dichloromethane (3 x 50 mL). The organic phases were combined, dried using MgSO4, filtered and 
concentrated under reduced pressure to obtain a yellow oil. The product was isolated by flash 
chromatography (DCM/MeOH, 99:1) to afford a slightly yellow oil (1.05 g, 86%). 1H NMR 
(300 MHz, CDCl3): δ 9.76 (1H, t, J = 1.9 Hz), 4.69 (1H, s), 4.23-3.98 (1H, m), 2.70-2.47 (2H, m), 1.43 
(9H, s), 1.24 (3H, d, J = 6.6 Hz); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 155.1, 79.6, 50.6, 42.3, 28.3, 21.0, 
aldehyde signal not observed; HRMS [M+Na]+ calcd for C11H21NO4: 210.1101, found: 210.1104. 
 
Ethyl (5S,E)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-2-hexenoate (29) 
 
Triethyl 2-phosphonoacetate (1.41 mL, 7.05 mmol, 1.1 eq.) was dissolved in anhydrous THF (8 mL, 
0.8 M), sodium hydride (200 mg, 8.33 mmol, 1.3 eq.) was added and the mixture was left to stir for 1 h. 
In a separate vessel, (1S)-2-Formyl-1-methylethylamino 2,2-dimethylpropionate (1.11 g, 6.41 mmol, 
1 eq.) was dissolved in anhydrous THF (3.2 mL, 2 M). This solution was then added dropwise to the 
first solution and left to stir for 1 h. Upon completion, water (10 mL) was added and the product was 
extracted with dichloromethane (5 x 20 mL). The organic phases were combined, dried using MgSO4, 
filtered and concentrated under reduced pressure to obtain a slightly yellow oil. This crude product was 
purified by flash chromatography (hexanes/ethyl acetate, 17:3) to afford a colourless oil (1.11 g, 68%). 
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1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 6.90 (1H, dt, J = 15.6, 7.5 Hz), 5.86 (1H, dt, J = 15.6, 1.3 Hz), 4.41 
(1H, s), 4.18 (2H, q, J = 7.1 Hz), 3.81 (1H, s), 2.40-2.30 (2H, m), 1.43 (9H, s), 1.28 (3H, t, J = 7.1 Hz), 
1.14 (3H, d, J = 6.6 Hz); 13C NMR (75 MHz, CDCl3): δ 166.2, 155.1, 144.6, 124.0, 79.3, 60.3, 45.6, 
39.5, 28.3, 20.6, 14.2; HRMS [M+Na]+ calcd for C13H23NO4: 280.1519, found: 280.1525. 
 
(5S,E)-5-(tert-Butoxycarbonylamino)-2-hexenoic acid (30) 
 
Ethyl (5S,E)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-2-hexenoate (989 mg, 3.84 mmol, 1 eq.) was dissolved in a 
1:1 mixture of water and methanol (40 mL, 0.1 M), sodium hydroxide (768 mg, 19.2 mmol, 5 eq.) was 
added and the solution was stirred for 2 h. Upon completion, the methanol was largely removed under 
reduced pressure and 1 M HCl (20 mL) was added to pH 2. The product was extracted with 
dichloromethane (3 x 40 mL). The organic phases were combined, dried using MgSO4, filtered and 
concentrated under reduced pressure to obtain a white solid (807 mg, 92%) that was used without 
further purification. 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 9.77 (1H, br s), 7.01 (1H, dt, J = 15.6, 7.5 Hz), 
5.87 (1H, dt, J = 15.6, 1.3 Hz), 4.48 (1H, s), 3.84 (1H, s), 2.45-2.30 (2H, m), 1.44 (9H, s), 1.16 (3H, d, 
J = 6.6 Hz); HRMS [M+Na]+ calcd for C11H19NO4: 252.1206, found: 252.1212. 
 
(5S)-5-(tert-Butoxycarbonylamino)hexanoic acid (31) 
 
(5S,E)-5-(tert-Butoxycarbonylamino)-2-hexenoic acid (807 mg, 3.52 mmol, 1 eq.) was dissolved in 
methanol (35 mL, 0.1 M), palladium on carbon (10% wt) was added (15 mg) and the solution was put 
under hydrogen atmosphere and shaken for 16 h. Upon completion, the reaction mixture was filtered 
through a pad of Celite and concentrated under reduced pressure to afford a colourless oil (796 mg, 
98%). 1H NMR (300 MHz, CDCl3): δ 5.56 (0.3H, s), 4.39 (0.7H, s), 3.66 (1H, s), 2.37 (2H, td, J = 7.4, 
2.0 Hz), 1.81-1.57 (3H, m), 1.50-1.41 (3H, m), 1.45 (9H, s), 1.13 (3H, d, J = 6.6 Hz); 13C NMR 
(75 MHz, CDCl3): δ 178.5, 155.4, 79.2, 53.4, 46.1, 36.5, 33.6, 28.4, 21.2; HRMS [M+Na]+ calcd for 
C11H21NO4: 254.1363, found: 254.1369.  
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(3S,6S,9S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-Ø) 
(32) 
 
1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 7.32-7.16 (5H, m), 4.46 (1H, dd, J = 11.5, 4.2 Hz), 4.04-3.89 (2H, m), 
3.53-3.38 (2H, m), 3.07 (1H, dd, J = 14.4, 11.3 Hz), 3.02-2.93 (1H, m), 2.30-2.20 (1H, m), 2.12-2.03 
(1H, m), 1.79-1.66 (3H, m), 1.66-1.58 (3H, m), 1.58-1.49 (3H, m), 1.47 (3H, d, J = 7.2 Hz), 1.40-1.30 
(1H, m), 0.87 (3H, d, J = 6.3 Hz), 0.82 (3H, d, J = 6.5 Hz) ; 13C NMR (100 MHz, MeOD): δ 176.6, 
176.5, 174.5, 173.5, 139.6, 130.3, 129.6, 127.7, 56.8, 55.5, 52.3, 40.8, 39.7, 37.7, 36.1, 28.1, 26.1, 23.3, 
22.9, 22.1, 16.5; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 453.2472, found: 453.2473. 
 
(6S,9S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-Ø) 
(33) 
 
 
1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 7.33-7.15 (5H, m), 4.79-4.72 (1H, q, J = 7 Hz), 4.50-4.42 (1H, m), 
4.28 (1H, d, J = 14.2 Hz), 3.59-3.52 (1H, m), 3.28-3.12 (3H, m), 2.94-2.85 (1H, dd, J = 13.6, 10.1 Hz), 
2.29-2.19 (1H, m), 2.11-2.03 (1H, m), 1.99-1.87 (1H, m), 1.83-1.70 (1H, m), 1.67-1.54 (2H, m), 
1.53-1.41 (2H, m), 1.32 (3H, d, J = 7 Hz), 0.98 (3H, d, J = 6.7 Hz), 0.92 (3H, d, J = 6.8 Hz), 0.85-0.77 
(1H, m); 13C NMR (400 MHz, MeOD): δ 174.8, 172.6, 170.8, 169.1, 138.6, 129.1, 128.9, 128.2, 
126.3, 126.2, 56.1, 55.2, 51.3, 44.3, 37.6, 36.2, 34.1, 27.4, 27.1, 25.5, 23.0, 20.0, 19.9, 19.8, 19.7, 17.2; 
HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 453.2472, found: 453.2465. 
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(3S,9S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-Ø) 
(34) 
 
 
1H NMR (300 MHz, MeOD): δ 7.36-7.19 (5H, m), 4.74-4.66 (1H, m), 4.44-4.35 (1H, m), 4.07-3.97 
(1H, m), 3.66-3.57 (1H, d, J = 15.0 Hz), 3.56-3.39 (2H, m), 3.16-3.01 (1H, m), 3.01-2.88 (2H, m), 
2.83-2.70 (1H, m), 2.25-2.12 (1H, m), 2.05-1.35 (5H, m), 1.35-1.15 (3H, m), 0.89 (3H, d, J = 6.6 Hz), 
0.83 (3H, d, J = 6.6 Hz); 13C NMR (75 MHz, MeOD): δ 177.2, 174.7, 174.2, 173.7, 139.2, 130.4, 
130.2, 129.7, 129.6, 127.8, 56.0, 55.0, 54.7, 40.9, 40.0, 39.6, 38.9, 35.7, 32.1, 27.9, 25.9, 23.4, 22.9, 
22.7, 22.5, 21.6; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 453.2472, found: 453.2470. 
 
(3S,6S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-Ø) 
(35) 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.15 (1H, d, J = 6.3 Hz), 7.97 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.43-7.35 (2H, 
m), 7.33-7.26 (1H, m), 7.22-7.15 (2H, m), 6.97 (1H, t, J = 5.3 Hz), 5.00 (1H, d, J = 17.1 Hz), 4.54-4.45 
(1H, m), 4.45-4.34 (2H, m), 4.10-4.01 (1H, m), 3.23 (1H, d, J = 15.7 Hz), 3.20-2.98 (2H, m), 2.28-2.19 
(1H, m), 2.03-1.88 (1H, m), 1.69-1.54 (1H, m), 1.54-1.42 (4H, m), 1.42-1.30 (2H, m), 1.22 (3H, d, 
J = 7.3 Hz), 0.69 (3H, d, J = 6.3 Hz), 0.67 (3H, d, J = 6.2 Hz); 13C NMR ( MHz, ): δ 172.1, 167.5, 
137.4, 128.8, 127.4, 126.6, 51.6, 51.0, 50.4, 47.0, 40.7, 40.4, 37.6, 34.2, 27.4, 23.9, 22.9, 22.4, 21.9, 
17.0; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 453.2472, found: 453.2468. 
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(3S,6S,9S,12R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetro
ne (Ø-2R) (36) 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.70 (1H, d, J = 7.5 Hz), 8.24 (1H, s), 8.02 (1H, s), 7.32-7.13 (5H, 
m), 6.72 (1H, d, J = 6.7 Hz), 6.59 (1H, d, J = 7.9 Hz), 4.41-4.31 (1H, m), 4.96-4.84 (2H, m), 2.95-2.72 
(2H, m), 2.23-2.11 (1H, m), 1.69-1.56 (1H, m), 1.54-1.43 (2H, m), 1.40 (3H, d, J = 7.0 Hz), 1.37-1.10 
(5H, m), 1.00 (3H, d, J = 6.8 Hz), 0.81 (3H, d, J = 6.5 Hz); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 176.0, 
173.8, 171.6, 170.7, 138.5, 128.9, 128.1, 126.1, 53.9, 49.9, 40.8, 37.7, 36.7, 30.1, 25.9, 24.2, 22.6, 21.4, 
18.3, 16.8; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2638. 
 
(3S,6S,9S,12S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetron
e (Ø-2S) (37) 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.13 (1H, d, J = 8.0 Hz, HN Phe), 7.91 (1H, d, J = 7.9 Hz, HN Ala), 
7.81 (1H, d, J = 8.4 Hz, HN Leu), 7.50-7.43 (1H, m, HN Linker), 7.30-7.13 (5H, m), 4.23-4.10 (2H, m, 
Hα Phe and Hα Ala), 4.03 (1H, td, J = 8.4, 6.3 Hz, Hα Leu), 3.27-3.18 (1H, m, H5 Linker), 3.17-3.07 
(1H, m, Hβ Phe), 2.90 (1H, dd, J = 13.8, 9.1 Hz, Hβ Phe), 2.39-2.29 (1H, m, H2 Linker), 1.49-1.38 (3H, 
m, Hβ Leu and H4 Linker ), 1.37-1.28 (4H, m, Hβ Leu, Hγ Leu and H3 Linker), 1.23 (3H, d, J = 7.3 Hz, 
Hβ Ala), 0.95 (3H, d, J = 6.8 Hz, HMe Linker), 0.81 (3H, d, J = 6.3 Hz, Hδ Leu), 0.78 (3H, d, J = 6.2 Hz, 
Hδ Leu); 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.59 (1H, br s, HN Phe), 7.34-7.16 (5H, m), 6.57 (1H, s, HN 
Leu), 6.39 (2H, s, HN Ala and HN Linker), 4.79-4.57 (1H, m, Hα Phe), 4.22-4.08 (1H, m, Hα Ala), 3.90 
(1H, br s, Hα Leu), 3.67-3.52 (1H, m, H5 Linker), 3.46 (1H, dd, J = 14.0, 5.0 Hz, Hβ Phe), 3.04-2.94 
(1H, m, Hβ Phe), 2.93-2.86 (1H, br s, H5 Linker), 2.48-2.36 (1H, m, H2 Linker), 1.57-1.51 (3H, m, Hβ 
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Leu and H3 Linker), 1.49 (3H, d, J = 7.0 Hz, Hβ Ala), 1.45-1.35 (1H, m, Hγ Leu), 1.32-1.21 (1H, m), 
1.13 (3H, d, J = 4.6 Hz, HMe Linker), 0.86 (3H, d, J = 6.5 Hz, Hδ Leu), 0.80 (3H, d, J = 6.5 Hz, Hδ 
Leu); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 175.3, 172.7, 171.1, 170.3, 138.3, 129.0, 128.1, 126.2, 55.1, 
52.9, 49.5, 41.1, 38.1, 37.7, 36.2, 30.6, 25.0, 24.2, 22.4, 22.2, 17.7, 15.3; HRMS [M+Na]+ calcd for 
C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2640. 
 
(6S,9S,12R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-2R) (38) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.37 (1H, d, J = 8.0 Hz), 8.27 (1H, d, J = 5.3 Hz), 7.43-7.34 (2H, 
m), 7.34-7.26 (1H, m), 7.22-7.13 (2H, m), 7.03-6.95 (1H, m), 5.07 (1H, d, J = 17.1 Hz), 4.46-4.28 (2H, 
m), 4.28-4.19 (1H, m), 4.05-3.94 (1H, m), 3.16 (1H, d, J = 16.2 Hz), 3.04-2.82 (2H, m), 2.20-2.10 (1H, 
m), 2.06-1.95 (1H, m), 1.82-1.68 (1H, m), 1.68-1.54 (1H, m), 1.54-1.37 (3H, m), 1.22 (3H, d, 
J = 7.2 Hz), 0.87 (3H, d, J = 6.7 Hz), 0.73 (3H, d, J = 2.7 Hz), 0.72 (3H, d, J = 2.6 Hz); 13C NMR 
(100 MHz, DMSO-d6): δ 174.2, 173.1, 171.5, 167.6, 137.4, 128.8, 127.4, 126.7, 51.3, 50.7, 50.4, 47.8, 
44.1, 40.2, 31.7, 31.4, 29.5, 24.0, 22.9, 21.9, 18.1, 16.6; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 
467.2629, found: 467.2624. 
 
(6S,9S,12S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-2S) (39) 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.77 (1H, d, J = 6.2 Hz, HN Leu), 8.06 (1H, d, J = 8.7 Hz, HN Ala), 
7.46-7.12 (5H, m), 6.89 (1H, s, HN Linker), 5.32 (1H, br s), 5.18 (1H, d, J = 15 Hz), 4.68-4.57 (1H, m, 
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Hα Phe), 4.56-4.47 (1H, m, Hα Ala), 4.40-4.21 (1H, m, Hα Leu), 3.77 (1H, d, J = 15.0 Hz, Hβ Phe), 
3.21-3.09 (1H, m, H5 Linker), 3.00-2.90 (1H, m, H5 Linker), 2.69-2.68 (m, 1H), 2.48-2.38 (1H, m, H2 
Linker), 2.35-2.30 (1H, dt, 3.7, 1.8 Hz), 1.70-1.58 (1H, m, H4 Linker), 1.58-1.48 (1H, m, Hβ Leu), 
1.48-1.39 (1H, m, Hγ Leu), 1.33-1.21 (3H, m, H3 Linker), 1.17 (3H, d, J = 7.0 Hz, Hβ Ala), 1.14-1.07 
(1H, m, H4 Linker), 0.93 (3H, d, J = 6.7 Hz, HMe Linker), 0.91-0.83 (2H, m), 0.66 (3H, d, J = 6.3 Hz, 
Hδ Leu), 0.41 (3H, d, J = 4.3 Hz, Hδ Leu); 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.41-7.17 (5H, m), 6.98 
(1H, br s, HN Leu), 6.57-6.47 (1H, m, HN Linker), 5.87 (1H, d, J = 7.7 Hz, HN Ala), 5.34 (1H, d, J = 
17.1 Hz, Hβ Phe), 4.81-4.73 (1H, m, Hα Leu), 4.70 (1H, d, J = 14.9 Hz, Hα Nphe), 4.57-4.54 (1H, m, Hα 
Ala), 4.50 (1H, d, J = 17.1 Hz, Hβ Nphe), 3.51-3.41 (1H, m, H5 Linker), 3.34 (1H, d, J = 14.9 Hz, Hα 
Nphe), 3.08-2.95 (1H, m, H5 Linker), 2.27-2.12 (1H, m, H2 Linker), 1.64-1.57 (2H, m, H3 Linker), 
1.54-1.40 (3H, m, H4 Linker and Hγ Leu), 1.36 (3H, d, J = 6.8 Hz, Hβ Ala), 1.15 (3H, d, J = 6.7 Hz, 
HMe Linker), 0.76 (3H, d, J = 6.7 Hz, Hδ Leu), 0.59 (3H, d, J = 6.5 Hz, Hδ Leu) ; 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6): δ 174.9, 168.0, 138.0, 128.8, 128.5, 127.6, 127.3, 126.5, 52.5, 38.6, 37.5, 31.6, 25.8, 23.7, 
23.1, 22.9, 22.0, 20.9, 19.7, 18.1, 17.2, 15.1; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, 
found: 467.2622. 
 
(3S,9S,12R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-2R) (40) 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.79 (1H, d, J = 9.2 Hz), 8.41 (1H, s), 8.31 (1H, d, J = 8.5 Hz), 
8.21 (1H, d, J = 1.9 Hz), 7.78-7.68 (1H, d, J = 7.9 Hz), 7.48-7.39 (1H, m), 7.32-7.14 (10H, m), 
4.69-4.55 (2H, m), 4.48-4.38 (1H, m), 4.32-4.23 (2H, m), 4.20-4.09 (1H, d, J = 18.3 Hz), 3.20-3.11 
(2H, m), 3.10-3.01 (2H, m), 3.00-2.81 (2H, m), 2.80-2.69 (2H, m), 2.27-2.03 (3H, m), 1.95-1.82 (1H, 
m), 1.79-1.52 (4H, m), 1.47-1.28 (3H, m), 1.21 (3H, d, J = 7.0 Hz), 1.17 (3H, d, J = 6.7 Hz), 1.08 (3H, 
d, J = 7.2 Hz), 0.93 (3H, d, J = 6.8 Hz), 0.89 (3H, d, J = 6.7 Hz), 0.82 (3H, d, J = 6.7 Hz), 0.75 (3H, d, 
J = 6.7 Hz), 0.68 (3H, d, J = 6.7 Hz); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 176.2, 175.6, 174.02, 170.4, 
169.1, 167.9, 138.7, 138.3, 129.2, 129.0, 128.2, 128.1, 126.2, 55.5, 55.0, 54.9, 53.8, 50.7, 44.6, 42.0, 
38.4, 36.2, 31.6, 30.8, 27.2, 26.5, 25.8, 20.1, 19.9, 19.7, 17.2, 16.7, 16.4; HRMS [M+Na]+ calcd for 
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C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2625. 
 
(3S,9S,12S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-2S) (41) 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.36 (1H, d, J = 8.2 Hz, HN Phe), 7.99 (1H, d, J = 8.0 Hz, HN Ala), 
7.46-7.36 (1H, m, HN Linker), 7.30-7.15 (5H, m), 4.72-4.65 (1H, m, Hα Ala), 4.25-4.19 (1H, m, Hα 
Phe), 4.16 (1H, d, J = 14.0 Hz, Hα Nleu), 3.48-3.39 (1H, m, Hβ Nleu), 3.29-3.24 (1H, m, Hα Nleu), 3.19-
3.11 (1H, m, Hβ Phe), 3.11-3.08 (1H, m, Hβ Nleu), 3.07-2.96 (2H, m, H5 Linker), 2.75 (1H, dd, J = 14.3, 
10.9 Hz, Hβ Phe), 2.34-2.31 (1H, m, H2 Linker), 1.93-1.85 (1H, m, Hγ Nleu), 1.71-1.61 (2H, m, H4 
Linker), 1.25-1.22 (2H, m, H3 Linker), 1.20 (3H, d, J = 6.8 Hz, Hβ Ala), 0.91 (3H, d, J = 6.7 Hz, HMe 
Linker), 0.90 (3H, d, J = 6.3 Hz, Hδ Nleu), 0.84 (3H, d, J = 6.7 Hz, Hα Nleu); 1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ 7.34-7.19 (5H, m), 7.25 (1H, d, J = 7.2 Hz, HN Phe), 6.39 (1H, d, J = 8.9 Hz, HN Ala), 5.70 
(1H, br s, HN Linker), 5.05-4.95 (1H, m, Hα Ala), 4.67 (1H, dd, J = 13.5, 0.9 Hz, Hα Nleu), 4.50 (1H, dt, 
J = 9.2, 7.5 Hz, Hα Phe), 3.61-3.49 (1H, m, H5 Linker), 3.44 (1H, dd, J = 14.4, 8.0 Hz, Hβ Nleu), 3.15 
(1H, d, J = 13.7 Hz, Hα Nleu), 3.09-3.05 (2H, m, Hβ Phe), 3.03-2.94 (1H, m, Hβ Nleu), 2.84-2.75 (1H, 
m, H5 Linker), 2.47-2.38 (1H, m, H2 Linker), 1.96-1.85 (1H, m, Hγ Nleu), 1.59-1.51 (2H, m, H4 Linker), 
1.35 (3H, d, J = 6.7 Hz, Hβ Ala), 1.33-1.25 (3H, m, H3 Linker), 1.08 (3H, d, J = 6.7 Hz, HMe Linker), 
0.95 (3H, d, J = 6.7 Hz, Hδ Nleu), 0.92 (3H, d, J = 6.8 Hz, Hδ Nleu); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 
δ 175.4, 175.0, 171.0, 169.4, 138.7, 129.1, 128.9, 128.3, 128.2, 126.3, 56.3, 55.5, 51.4, 44.2, 37.8, 36.2, 
32.0, 27.5, 26.0, 20.0, 19.9, 19.8, 17.4, 17.2; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, 
found: 467.2626. 
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(3S,6S,12R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-12-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-2R) (42) 
 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.84 (1H, d, J = 5.5 Hz), 7.37 (1H, d, J = 9.4 Hz), 7.32-7.13 (5H, 
m), 6.36 (1H, d, J = 9.4 Hz), 4.46-4.35 (1H, m), 4.28 (1H, d, J = 15.0 Hz), 3.83-3.73 (1H, m), 3.60 (1H, 
d, J = 15.0 Hz), 3.21 (3H, s), 2.95-2.86 (1H, m), 2.86-2.79 (1H, m), 2.71-2.62 (1H, m), 1.82-1.68 (1H, 
m), 1.65-1.53 (1H, m), 1.48-1.36 (1H, m), 1.32-1.05 (4H, m), 0.97 (3H, d, J = 6.7 Hz), 0.80 (3H, d, 
J = 6.5 Hz), 0.74 (3H, 6.5 Hz); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 178.1, 172.8, 171.9, 171.1, 138.8, 
129.2, 128.7, 126.7, 54.1, 53.5, 40.6, 40.4, 40.2, 39.7, 39.5, 39.3, 39.2, 25.0, 24.5, 23.3, 21.3, 18.8; 
HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2626. 
 
(3S,6S,12S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-12-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-2S) (43) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.29 (1H, d, J = 4.3 Hz, HN Leu), 8.06 (1H, d, J = 8.7 Hz, HN Phe), 
7.32-7.11 (5H, m), 6.87 (1H, dd, J = 6.7, 2.2 Hz, HN Linker), 4.49 (1H, d, J = 17.8 Hz, Hα Nala), 4.34 
(1H, ddd, J = 11.2, 8.8, 4.1 Hz, Hα Phe), 3.81 (1H, d, J = 17.7 Hz, Hα Nala), 3.82-3.75 (1H, m, Hα Leu), 
3.29-3.23 (2H, m, Hβ Phe and H5 Linker), 2.84 (1H, dd, J = 14.1, 11.4 Hz), 2.83-2.78 (1H, m, H5 
Linker), 2.72 (3H, s, HMe Linker), 2.69-2.65 (1H, m, H2 Linker), 1.62-1.50 (1H, m, H3 Linker), 1.47-
1.38 (2H, m, H4 Linker), 1.36-1.22 (2H, m, Hβ Leu and Hγ Leu), 1.21-1.06 (2H, m, Hβ Leu and H3 
Linker), 0.96 (3H, d, J = 6.7 Hz, HMe Linker), 0.79 (3H, d, J = 6.2 Hz, Hδ Leu), 0.71 (3H, d, J = 6.3 Hz, 
Hδ Leu); 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 7.42 (1H, br s, HN Phe), 7.35-7.13 (1H, br s, NH Linker and 
NH Leu), 4.65 (1H, br s, Hα Phe), 4.13-3.98 (1H, m), 3.86 (1H, br s, Hα Leu), 3.62-3.48 (2H, m, H5 
 111 
Linker), 3.47-3.38 (1H, m, Hβ Phe), 3.18 (3H, s, Hβ Nala), 3.13-3.04 (2H, m, H5 Linker and Hβ Phe), 
2.93 (2H, s), 2.89-2.78 (1H, m, H2 Linker), 1.80-1.66 (2H, br s, H3 Linker), 1.54-1.45 (1H, br s, Hγ 
Leu), 1.16 (3H, d, J = 6.7 Hz, HMe Linker), 0.95-0.78 (6H, m, Hδ Leu); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6): δ 175.9, 171.8, 170.8, 169.9, 138.6, 128.9, 128.0, 126.0, 54.0, 53.9, 51.2, 35.9, 34.8, 34.4, 
30.3, 23.8, 22.2, 17.1; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2632. 
 
(3S,6S,9S,13R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetro
ne (Ø-3R) (44) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.22-8.06 (3H, m), 7.54 (1H, t, J = 5.3 Hz), 7.29-7.11 (5H,m), 
4.20-4.12 (1H, m), 3.95-3.86 (1H, m), 3.28-3.18 (1H, m), 3.13 (1H, dd, J = 13.8, 5.2 Hz), 2.99-2.88 
(2H, m), 2.14-2.04 (1H, m), 1.92-1.83 (1H, m), 1.74-1.61 (1H, m), 1.53-1.23 (5H, m), 1.21 (3H, d, J = 
7.3 Hz), 0.89 (3H, d, J = 6.8 Hz), 0.82-0.73 (6H, m); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 172.9, 172.3, 
171.2, 170.4, 138.5, 129.0, 128.1, 126.1, 55.3, 53.1, 49.9, 42.4, 40.4, 40.0, 36.4, 36.0, 35.6, 28.5, 24.3, 
22.5, 22.2, 20.9, 17.2; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2639. 
 
(3S,6S,9S,13S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetron
e (Ø-3S) (45) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.52 (1H, d, J = 7 Hz), 8.17-8.05 (1H, m), 8.05-7.93 (1H, m), 
7.30-7.13 (5H, m), 6.90-6.80 (1H, m), 4.39-4.30 (1H, m), 4.08-3.91 (2H, m), 3.27 (1H, dd, J = 13.9, 
4.5 Hz), 2.87-2.75 (2H, m), 2.21 (1H, d, J = 10.8 Hz), 1.89-1.63 (3H, m), 1.49-1.38 (1H, m), 1.38-1.34 
(1H, m), 1.32 (3H, d, J = 7.2 Hz), 1.26-1.15 (1H, m), 1.15-1.03 (1H, m), 0.93 (3H, d, J = 6.2 Hz), 0.80 
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(3H, d, J = 6.5 Hz), 0.73 (3H, d, J = 6.3 Hz); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 173.2, 172.1, 171.5, 
170.2, 138.4, 128.9, 128.1, 126.1, 53.9, 53.2, 50.0, 43.4, 36.5, 35.8, 34.8, 27.4, 24.2, 22.5, 21.7, 21.0, 
17.2; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2644. 
 
(6S,9S,13R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-3R) (46) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.24 (1H, d, J = 6.2 Hz), 7.65 (1H, d, J = 9.2 Hz) 7.42-7.34 (2H, 
m), 7.33-7.26 (1H, m), 7.23-7.12 (2H, m), 7.01-6.91 (1H, m), 6.55 (3H, br s), 4.99 (1H, d, J = 17.3 Hz), 
4.80-4.70 (1H, m), 4.46 (1H, d, J = 17.1 Hz), 4.34 (1H, d, J = 16.1 Hz), 4.06-3.96 (1H, m), 3.30-3.19 
(1H, m), 3.13-3.02 (1H, m), 2.23 (1H, d, J = 12.5 Hz), 1.85-1.75 (2H, m), 1.74-1.62 (1H, m), 1.51-1.40 
(1H, m), 1.40-1.15 (2H, m), 1.23 (3H, d, J = 7.2 Hz), 0.93 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.65 (3H, d, J = 6.5 Hz), 
0.60 (3H, d, J = 6.5 Hz); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 172.8, 172.6, 172.5, 167.3, 137.5, 128.8, 
127.4, 126.4, 51.7, 51.5, 50.6, 45.9, 42.3, 40.9, 40.4, 36.1, 34.7, 28.0, 23.9, 23.9, 22.9, 21.8, 21.6, 17.1; 
HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2622. 
 
(6S,9S,13S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-3S) (47) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.69 (1H, s), 8.10 (1H, s), 7.46-7.06 (5H, m), 6.87 (1H, s), 6.66 
(1H, s), 5.34 (1H, s), 4.68-4.44 (1H, m), 4.44-4.14 (2H, m), 2.93 (2H, s), 2.14-1.64 (3H, m), 1.63-1.35 
(3H, m), 1.21-1.00 (3H, m), 0.90 (3H, d, J = 6.8 Hz), 0.65 (2H, s), 0.36 (2H, s); 13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6): δ 175.1, 173.5, 172.0, 168.0, 138.0, 128.7, 127.3, 126.4, 51.9, 47.5, 42.1, 38.6, 35.8, 33.6, 
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29.6, 29.3, 24.2, 23.7, 23.0, 22.1, 20.8, 18.4, 17.5; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, 
found: 467.2621. 
 
(3S,9S,13R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-3R) (48) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.23 (1H, d, J = 8.5 Hz), 8.05 (1H, d, J = 7.3 Hz), 7.51-7.41 (1H, 
m), 7.30-7.12 (6H, m), 4.64-4.52 (1H, m), 4.32-4.22 (1H, m), 4.18 (1H, d, J = 14.0 Hz), 3.22 (1H, d, 
J = 14.0 Hz), 3.20-3.11 (2H, m), 3.10-2.97 (2H, m), 2.76 (1H, dd, J = 14.5, 10.7 Hz), 2.10 (1H, dd, 
J = 12.2, 9.6 Hz), 1.93-1.73 (3H, m), 1.63-1.50 (1H, m), 1.19 (3H, d, J = 6.8 Hz), 1.14-1.02 (1H, m), 
0.92-0.85 (6H, m), 0.82 (3H, d, J = 6.7 Hz); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 174.8, 172.0, 171.0, 
169.0, 138.6, 128.9, 128.24, 128.19, 126.2, 56.1, 55.1, 51.3, 44.6, 42.3, 36.3, 35.9, 34.1, 29.0, 27.3, 
20.6, 19.8, 19.7, 17.1; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2626. 
 
(3S,9S,13S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-3S) (49) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.36-8.25 (1H, m), 8.21-8.14 (1H, m), 8.08-7.96 (1H, m), 7.66-7.57 
(1H, m), 7.36-7.29 (1H, m), 7.29-7.12 (6H, m), 4.75-4.57 (1H, m), 4.46-4.30 (1H, m), 4.27-4.16 (1H, 
m), 3.65-3.53 (1H, m), 3.28-3.17 (3H, m), 3.17-3.05 (2H, m), 3.03-2.86 (2H, m), 2.82-2.69 (1H, m), 
2.39-2.27 (1H, m), 2.16-2.02 (1H, m), 2.00-1.55 (5H, m), 1.31-1.15 (2H, m), 1.16 (3H, dd, J = 18.9, 
6.8 Hz), 0.97-0.87 (6H, m), 0.71 (3H, dd, J = 26.0, 6.7 Hz); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 175.1, 
172.9, 172.4, 172.1, 170.7, 170.5, 169.9, 168.5, 139.2, 129.5, 129.4, 128.6, 128.5, 126.7, 126.6, 56.4, 
55.8, 55.3, 53.4, 51.8, 51.6, 44.8, 44.6, 43.0, 42.2, 40.6, 40.4, 40.2, 39.9, 39.7, 39.5, 39.3, 37.7, 37.1, 
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36.7, 35.7, 35.1, 30.0, 29.1, 27.7, 26.2, 22.1, 21.7, 20.6, 20.30, 20.25, 20.2, 18.1, 17.9; HRMS 
[M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2630. 
 
(3S,6S,13R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-13-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-3R) (50) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.44 (1H, s), 8.32-8.15 (1H, m), 7.61 (1H, s), 7.31-7.06 (5H, m), 
4.51-4.35 (2H, m), 3.97-3.86 (1H, m), 3.81 (1H, d, J = 18.1 Hz), 3.22-3.11 (1H, m), 3.11-2.93 (2H, m), 
2.75 (3H, s), 2.39 (1H, d, J = 12.5 Hz), 1.92-1.71 (2H, m), 1.63-1.44 (1H, m), 1.41-1.19 (3H, m), 
1.19-1.06 (1H, m), 0.80 (3H, d, J = 6.3 Hz), 0.77 (3H, d, J = 6.0 Hz), 0.71 (3H, 6.3 Hz); HRMS 
[M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2626. 
 
(3S,6S,13S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-13-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-3S) (51) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.85 (1H, d, J = 5.5 Hz), 8.51-8.35 (1H, m), 7.31-7.11 (9H, m), 
6.50-6.40 (1H, m), 4.50-4.18 (3H, m), 4.00-3.89 (1H, m), 3.82-3.73 (1H, m), 3.60 (1H, d, J = 15.0 Hz), 
3.19 (3H, s), 2.75-2.66 (3H, m), 1.97-1.90 (1H, m), 1.84-1.66 (2H, m), 1.63-1.51 (1H, m), 1.45-1.33 
(1H, m), 1.31-1.25 (1H, m), 1.22-1.16 (3H, m), 1.16-1.04 (1H, m), 0.98 (3H, d, J = 6.8 Hz), 0.83-0.70 
(13H, m), 0.67 (2H, d, J = 6.3 Hz) ; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 174.1, 172.2, 171.4, 170.5, 
138.2, 133.7, 129.0, 128.7, 128.2, 128.0, 126.2, 53.5, 53.1, 53.0, 40.4, 38.5, 37.2, 36.7, 34.8, 34.1, 28.2, 
24.0, 23.7, 22.8, 22.4, 22.1, 21.2, 20.9, 19.1; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, 
found: 467.2631. 
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(3S,6S,9S,14R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetro
ne (Ø-4R) (52) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.28-8.12 (3H, m), 7.70-7.60 (1H, m), 7.29-7.13 (5H, m), 4.36-4.24 
(1H, m), 4.08-3.96 (2H, m), 3.21-3.08 (2H, m), 2.88 (1H, dd, J = 14.0, 9.1 Hz), 2.70-2.59 (1H, m), 
2.13-2.00 (2H, m), 1.77-1.62 (1H, m), 1.51-1.36 (2H, m), 1.34-1.13 (3H, m), 1.21 (3H, d, J = 7.2 Hz), 
0.86-0.77 (6H, m), 0.75 (3H, 6.2 Hz); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 173.7, 172.9, 171.2, 170.1, 
138.2, 129.0, 128.1, 126.2, 55.0, 54.9, 53.1, 50.3, 44.6, 40.8, 36.6, 33.2, 32.8, 29.8, 24.3, 22.5, 22.0, 
18.0, 17.2; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2641. 
 
(3S,6S,9S,14S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetron
e (Ø-4S) (53) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.48 (1H, d, J = 6.7 Hz), 8.18 (1H, s), 8.05 (1H, s), 7.30-7.12 (7H, 
m), 4.41-4.30 (1H, m), 4.07-3.90 (2H, m), 3.27-3.17 (1H, m), 3.14-3.01 (1H, m), 2.86-2.68 (2H, m), 
2.26-2.16 (1H, m), 1.75-1.63 (1H, m), 1.48-1.37 (1H, m), 1.31 (3H, d, J = 7.2 Hz), 1.27-1.17 (1H, m), 
1.13-1.01 (1H, m), 0.85 (3H, d, J = 6.7 Hz), 0.79 (3H, d, J = 6.3 Hz), 0.73 (3H, d, J = 6.3 Hz); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 173.1, 173.0, 171.4, 170.3, 138.3, 128.9, 128.1, 126.1, 54.2, 53.3, 
50.0, 44.1, 40.2, 36.8, 32.2, 31.8, 29.6, 24.2, 22.5, 21.8, 17.6, 17.1; HRMS [M+Na]+ calcd for 
C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2613. 
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(6S,9S,14R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-4R) (54) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 7.98 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.63 (1H, d, J = 8.0 Hz), 7.45-7.12 (7H, 
m), 6.86-6.75 (1H, m), 4.97 (1H, d, J = 17.1 Hz), 4.68-4.57 (1H, m), 4.55-4.36 (2H, m), 4.26-4.17 (1H, 
m), 3.18-3.07 (1H, m), 3.01-2.79 (2H, m), 2.22-2.10 (1H, m), 1.64-1.36 (6H, m), 1.33-1.10 (9H, m), 
1.03-0.92 (1H, m), 0.90-0.75 (2H, m), 0.68 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.63 (3H, d, J = 6.3 Hz); 13C NMR 
(100 MHz, DMSO-d6): δ 175.0, 172.8, 172.5, 167.6, 137.3, 128.8, 127.5, 126.5, 51.8, 51.4, 49.9, 41.3, 
40.8, 37.9, 32.1, 26.6, 23.9, 23.0, 21.7, 17.5, 16.8; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, 
found: 467.2623. 
 
(6S,9S,14S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-4S) (55) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.20 (1H, d, J = 6.2 Hz), 7.86 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.48-7.34 (2H, 
m), 7.34-7.24 (1H, m), 7.24-7.13 (2H, m), 7.12-7.01 (1H, m), 4.93 (1H, d, J = 17.1 Hz), 4.74-4.57 (1H, 
m), 4.51-4.32 (2H, m), 4.10-3.97 (1H, m), 3.27 (1H, d, J = 15.7 Hz), 3.12-2.98 (1H, m), 2.95-2.79 (1H, 
m), 2.37-2.21 (1H, m), 2.06-1.78 (2H, m), 1.65-1.26 (5H, m), 1.22 (3H, d, J = 7.3 Hz), 0.83 (3H, d, 
J = 6.7 Hz), 0.75-0.55 (6H, m); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 173.3, 172.8, 172.5, 167.5, 137.4, 
128.8, 127.4, 126.5, 51.5, 51.0, 50.4, 46.4, 43.7, 40.7, 31.4, 30.9, 29.2, 24.0, 22.8, 22.0, 17.8, 17.1; 
HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2621. 
 
 117 
(3S,9S,14R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-4R) (56) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.12-7.99 (2H, m), 7.44-7.34 (1H, m), 7.31-7.10 (6H, m), 4.53-4.43 
(1H, m), 4.34-4.24 (1H, m), 4.18 (1H, d, J = 14.2 Hz), 3.24-3.12 (2H, m), 3.11-2.99 (1H, m), 2.99-2.76 
(3H, m), 2.19-1.94 (2H, m), 1.93-1.72 (4H, m), 1.49-1.30 (2H, m), 1.19 (3H, d, J = 6.7 Hz), 1.12 (1H, 
d, J = 6.3 Hz), 1.09-1.00 (1H, m), 0.94-0.83 (7H, m), 0.81 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.77-0.64 (2H, m); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 174.8, 173.3, 170.6, 168.5, 138.6, 129.1, 128.9, 128.1, 126.1, 56.0, 
54.9, 54.7, 51.5, 45.2, 45.0, 36.3, 33.0, 31.2, 30.7, 27.4, 19.9, 19.79, 19.75, 18.7, 16.6; HRMS 
[M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2620. 
 
(3S,9S,14S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-4S) (57) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.39 (1H, dd, J = 70.7, 6.42 Hz), 8.00 (1H, dd, J = 46.4, 8.4 Hz), 
7.87 (1H, dt, J = 84.4, 5.5 Hz), 7.31-7.11 (5H, m), 4.68 (1H, dt, J = 51.1, 7.2 Hz), 4.25 (1H, dd, J = 
120.0, 18 Hz), 4.35 (1H, m), 3.19-2.72 (6H, m), 2.07 (1H, dm, 181.8 Hz), 2.06-1.21 (6H, m), 1.14 (3H, 
dd, J = 28.1, 6.6 Hz), 0.90-0.75 (6H, m), 0.68 (3H, dd, J = 11.0, 6.7 Hz); HRMS [M+Na]+ calcd for 
C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2622. 
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(3S,6S,14R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-14-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-4R) (58) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.07 (1H, d, J = 6.5 Hz), 7.90 (1H, d, J = 8.9 Hz), 7.53-7.45 (1H, 
m), 7.27-7.10 (5H, m), 4.47-4.30 (2H, m), 3.97-3.89 (1H, m), 3.86 (1H, d, J = 18.1 Hz), 3.28-3.18 (1H, 
m), 3.15 (1H, s), 3.11-3.03 (1H, m), 2.75 (3H, s), 2.35-2.22 (1H, m), 2.13-2.03 (1H, m), 1.67-1.55 (1H, 
m), 1.55-1.43 (1H, m), 1.43-1.35 (1H, m), 1.35-1.25 (1H, m), 1.20-1.07 (2H, m), 0.88-0.78 (6H, m), 
0.77-0.69 (3H, d, J = 6.5 Hz); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 173.4, 171.8, 170.7, 168.9, 138.0, 
129.1, 128.8, 128.2, 128.0, 126.1, 54.1, 53.4, 52.1, 45.2, 40.1, 37.2, 34.7, 32.6, 32.1, 30.7, 24.1, 22.4, 
21.9, 18.7; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2628. 
 
(3S,6S,14S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-14-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-4S) (59) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.58 (1H, d, J = 5.5 Hz), 8.21 (1H, m), 7.98 (1H, d, J = 8.5 Hz), 
7.14-6.88 (11H, m), 6.33 (1H, d, J = 9.1 Hz), 4.25-3.99 (3H, m), 3.71-3.61 (1H, m), 3.60-3.51 (1H, m), 
3.37 (1H, d, J = 15.0 Hz), 3.23-3.14 (2H, m), 3.04-2.92 (2H, m), 2.97 (3H, s), 2.87-2.73 (1H, m), 2.56 
(2H, d, J = 13.3 Hz), 2.33 (1H, d, J = 11.8 Hz), 2.27 (2H, s), 2.21-2.07 (1H, m), 1.98-1.86 (1H, m), 
1.80-1.70 (1H, m), 1.53-1.21 (3H, m), 1.21-0.81 (6H, m), 0.73 (2H, d, J = 6.7 Hz), 0.66 (2H, d, 
J = 6.7 Hz), 0.56 (5H, 6.3 Hz), 0.53-0.43 (5H, m); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 174.9, 172.8, 
172.1, 171.8, 171.4, 170.35, 170.31, 169.6, 138.4, 138.2, 129.05, 128.98, 128.7, 128.2, 128.00, 127.96, 
126.2, 126.1, 53.9, 52.9, 52.1, 45.6, 44.5, 39.8, 39.04, 39.02, 37.2, 36.1, 34.4, 32.9, 30.7, 29.8, 29.5, 
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29.1, 24.0, 23.9, 22.8, 22.2, 20.9, 18.5, 17.9 ; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, 
found: 467.2627. 
 
(3S,6S,9S,15R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetro
ne (Ø-5R) (60) 
 
1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 7.33-7.14 (5H, m), 4.56 (1H, dd, J = 11.4, 3.9 Hz), 4.10-4.02 (1H, m), 
3.89-3.76 (2H, m), 3.47 (1H, dd, J = 14.7, 3.9 Hz), 2.98 (1H, dd, J = 15.4, 11.7 Hz), 2.22 (1H, dt, 
J = 13.3, 3.9 Hz), 2.05 (1H, td, J = 13.0, 3.4 Hz), 1.75-1.61 (2H, m), 1.53 (3H, d, J = 7.2 Hz), 1.52-1.38 
(3H, m), 1.38-1.27 (2H, m), 1.10 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.87 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.81 (3H, d, J = 6.5 Hz); 
13C NMR (100 MHz, MeOD): δ 176.5, 176.4, 174.7, 172.9, 139.6, 130.2, 129.6, 127.7, 56.1, 55.7, 
52.4, 46.8, 40.8, 38.2, 36.2, 35.5, 26.1, 23.3, 22.9, 22.0, 21.9, 16.3; HRMS [M+Na]+ calcd for 
C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2640. 
 
(3S,6S,9S,15S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetron
e (Ø-5S) (61) 
 
1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 7.31-7.16 (5H, m), 4.14-4.02 (2H, m), 3.79-3.68 (1H, m), 3.58-3.52 
(1H, m), 3.49-3.33 (2H, m), 2.20-2.04 (2H, m), 1.84-1.56 (5H, m), 1.55-1.40 (2H, m), 1.33 (3H, d, 
J = 7.3 Hz), 1.16 (3H, d, J = 6.7 Hz), 0.91 (3H, d, J = 6.7 Hz), 0.87 (3H, d, J = 6.5 Hz); 13C NMR 
(100 MHz, MeOD): δ 175.6, 175.4, 172.3, 171.3, 138.8, 128.7, 128.0, 126.1, 90.0 58.0, 53.4, 50.3, 
45.9, 37.5, 34.5, 34.2, 33.4, 24.7, 22.1, 21.6, 20.4, 20.0, 15.1; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 
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467.2629, found: 467.2630. 
 
(6S,9S,15R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-5R) (62) 
 
1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 7.49-7.24 (5H, m), 4.99-4.90 (2H, m), 4.67 (1H, d, J = 16.7 Hz), 4.41 
(1H, d, J = 16.6 Hz), 4.24 (1H, q, J = 7.3 Hz), 3.79-3.69 (1H, m), 3.60 (1H, d, J = 16.4 Hz), 2.45-2.36 
(1H, m), 2.04-1.94 (1H, m), 1.85-1.73 (1H, m), 1.64-1.44 (5H, m), 1.38 (3H, d, J = 7.3 Hz), 1.31-1.21 
(1H, m), 0.99 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.78 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.72 (3H, d, 6.5 Hz); 13C NMR (100 MHz, 
MeOD): δ 177.2, 176.0, 175.6, 138.1, 130.5, 129.3, 128.4, 54.4, 53.7, 52.3, 49.3, 47.3, 42.7, 36.0, 35.2, 
26.0, 24.4, 23.7, 22.3, 22.1, 17.1; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2625. 
 
(6S,9S,15S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-5S) (63) 
 
1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 7.45-7.35 (2H, m), 7.35-7.28 (1H, m), 7.28-7.18 (2H, m), 5.27 (1H, d, 
J = 17.4 Hz), 4.69 (1H, dd, J = 16.5, 1.2 Hz), 4.42 (1H, d, J = 17.4 Hz), 4.21 (1H, q, J = 7.2 Hz), 4.00 
(1H, dd, J = 8.6, 5.7 Hz), 3.78-3.67 (1H, m), 3.25 (1H, d, J = 16.6 Hz), 2.21-2.11 (2H, m), 1.81-1.49 
(7H, m), 1.35 (3H, d, J = 7.2 Hz), 1.14 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.88-0.79 (6H, m); 13C NMR (100 MHz, 
MeOD): δ 177.4, 176.1, 173.8, 170.7, 138.1, 130.3, 129.0, 127.8, 53.3, 52.3, 52.0, 51.5, 47.5, 41.8, 
36.1, 34.9, 25.8, 24.4, 23.6, 22.3, 21.7, 16.9; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, 
found: 467.2630. 
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(3S,9S,15R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-5R) (64) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.06-7.94 (1H, m), 7.83-7.68 (1H, m), 7.68-7.50 (2H, m), 7.30-7.11 
(5H, m), 6.96 (1H, s), 4.79-4.62 (1H, m), 4.61-4.51 (1H, m), 4.49-4.35 (1H, m), 3.84-3.67 (1H, m), 
3.60-3.44 (1H, m), 3.21-3.03 (2H, m), 3.01-2.88 (1H, m),2.87-2.74 (1H, m), 2.34-2.17 (1H, m), 
2.14-1.92 (1H, m), 1.90-1.71 (2H, m), 1.58-1.30 (3H, m), 1.31-1.20 (1H, m), 1.16 (2H, d, J = 6.4 Hz), 
1.06 (2H, d, J = 6.6 Hz), 0.91 (2H, d, J = 6.6 Hz), 0.88-0.83 (2H, m), 0.83-0.78 (2H, d, J = 6.6 Hz), 
0.74-0.64 (3H, m); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 173.2, 172.1, 172.0, 171.3, 170.2, 169.6, 168.5, 
168.1, 138.3, 137.7, 129.1, 128.14, 128.10, 126.3, 126.2, 55.5, 54.5, 54.2, 54.1, 52.9, 50.1, 43.4, 43.1, 
42.8, 40.4, 37.4, 35.7, 35.3, 34.6, 34.0, 33.2, 27.1, 25.5, 22.6, 21.6, 21.4, 20.1, 20.04, 19.96, 19.8, 19.4, 
17.9, 17.5; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2623. 
 
(3S,9S,15S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-5S) (65) 
 
1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 7.32-7.15 (5H, m), 4.57 (1H, q, J = 7.2 Hz), 4.44 (1H, dd, J = 11.7, 
3.6 Hz), 4.07 (1H, d, J = 14.7 Hz), 3.84-3.71 (1H, m), 3.65-3.54 (1H, m), 3.42 (1H, dd, J = 14.4, 
3.6 Hz), 3.24-3.15 (1H, m), 2.94 (1H, dd, J = 14.2, 11.6 Hz), 2.15-2.04 (2H, m), 1.94-1.80 (2H, m), 
1.75-1.51 (2H, m), 1.45-1.35 (1H, m), 1.32 (3H, d, J = 7.2 Hz), 1.15 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.97 (3H, d, 
J = 6.5 Hz), 0.89 (3H, d, J = 6.7 Hz); 13C NMR (100 MHz, MeOD): δ 177.8, 177.2, 173.2, 171.7, 
139.8, 130.1, 129.6, 127.7, 59.2, 57.1, 53.9, 47.8, 47.6, 37.2, 36.0, 35.6, 29.7, 24.8, 22.9, 20.61, 20.57, 
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16.6; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2621. 
 
(3S,6S,15R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-15-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-5R) (66) 
 
1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 7.33-7.15 (5H, m), 4.57 (1H, dd, J = 11.8, 3.9 Hz), 4.10-4.02 (1H, m), 
3.89-3.76 (2H, m), 3.47 (1H, dd, J = 14.4, 3.9 Hz), 2.98 (1H, dd, J = 15.3, 11.7 Hz), 2.22 (1H, dt, 
J = 13.3, 3.8 Hz), 2.05 (1H, td, J = 13.3, 3.4 Hz), 1.74-1.61 (2H, m), 1.58-1.41 (3H, m), 1.53 (3H, d, 
J = 7.2 Hz), 1.41-1.28 (2H, m), 1.10 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.87 (3H, d, J = 6.3 Hz), 0.82 (3H, d, 
J = 6.5 Hz); 13C NMR (100 MHz, MeOD): δ 177.3, 174.8, 174.4, 173.0, 139.4, 130.4, 130.2, 129.7, 
129.6, 127.8, 55.9, 55.0, 54.7, 47.2, 40.8, 39.9, 38.7, 35.7, 31.9, 25.9, 23.4, 23.3, 22.0, 21.6; HRMS 
[M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2628. 
 
(3S,6S,15S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-15-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-5S) (67) 
 
1H NMR (300 MHz, MeOD): δ 4.34-4.14 (5H, m), 4.70-4.60 (1H, m), 4.39-4.23 (1H, m), 4.14-3.90 
(1H, m), 3.55 (1H, d, J = 15.0 Hz), 3.25-3.13 (3H, m), 2.99-2.86 (1H, dd, J = 13.5, 10.6 Hz), 2.64-1.75 
(4H, m), 1.74-1.25 (6H, m), 1.25-1.12 (3H, m), 0.92-0.74 (6H, m); 13C NMR (75 MHz, MeOD): δ 
175.2, 171.9, 137.0, 128.8, 128.1, 126.4, 55.6, 53.5, 52.8, 46.1, 39.5, 38.6, 37.3, 34.4, 32.9, 31.1, 24.4, 
24.3, 22.0, 21.6, 19.9, 17.1, 17.0; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2629. 
 
 123 
(3S,6S,9S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclohexadecanetetrone (reg-6) 
(68) 
 
1H NMR (400 MHz, MeOD): δ 7.36-7.15 (5H, m), 4.32-4.24 (1H, m), 4.11 (1H, q, J = 7.3 Hz), 
3.99-3.91 (1H, m), 3.46-3.37 (1H, m), 3.35-3.26 (1H, m), 3.18-3.01 (2H, m), 2.32-2.15 (2H, m), 
1.75-1.48 (4H, m), 1.48-1.33 (2H, m), 1.38 (3H, d, J = 7.2 Hz), 1.33-1.19 (2H, m), 0.86 (3H, d, 
J = 6.3 Hz), 0.83 (3H, d, J = 6.2 Hz); 13C NMR (100 MHz, MeOD): δ 176.5, 176.0, 174.3, 173.1, 
139.5, 130.4, 129.6, 127.8, 57.7, 55.2, 51.8, 41.4, 39.8, 37.2, 36.1, 29.1, 26.3, 26.0, 25.9, 23.4, 22.4, 
17.5; HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2619. 
 
(3S,6S,9S)-9-Benzyl-3-isobutyl-6-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclohexadecanetetrone (alt-6) 
(69) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.29-8.10 (3H, m), 7.69-7.55 (1H, m), 7.33-7.15 (5H, m), 4.34-4.22 
(1H, m), 4.02-3.87 (2H, m), 3.45-3.31 (2H, s), 3.26-3.13 (1H, m), 3.04-2.81 (3H, m), 2.18-2.05 (1H, 
m), 2.01-1.87 (1H, m), 1.68-1.57 (2H, m), 1.57-1.46 (2H, m), 1.46-1.34 (2H, m), 1.34-1.20 (1H, m), 
1.24 (3H, d, J = 7.0 Hz), 1.19-1.05 (2H, m), 0.87 (3H, d, J = 6.5 Hz), 0.82 (3H, d, J = 6.5 Hz); 
13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ 172.5, 171.8, 171.5, 170.9, 137.9, 129.0, 128.2, 126.3, 99.5, 55.1, 
52.3, 50.5, 42.1, 40.4, 38.3, 36.8, 34.8, 28.3, 25.3, 24.9, 24.5, 22.9, 21.6, 17.2; HRMS [M+Na]+ calcd 
for C23H34N4O4: 467.2629, found: 467.2658. 
  
 124 
(3S,6S)-3-benzyl-10-isobutyl-6-methyl-1,4,7,10-tetraazacyclopentadecane-2,5,8,11-tetraone 
(HypA) (70) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.89 (0.6H, d, J = 5.3 Hz, HN Ala), 8.77 (0.4H, d, J = 5.6 Hz, HN 
Ala), 8.48 (0.4H, br s), 8.42 (0.4H, d, J = 9.1 Hz, HN Phe), 7.45-7.40 (0.4H, m, HN Linker), 7.37 (0.6H, 
d, J = 9.6 Hz, HN Phe), 7.31-7.12 (5H, m), 6.47 (0.6H, d, J = 8.5 Hz, HN Linker), 6.30 (0.2H, br s), 
4.45-4.28 (1H, m, Hα Phe), 4.16 (1H, d, J = 14.7 Hz, Hα Nleu), 3.93-3.76 (1H, m, Hα Ala), 3.62 (1H, d, 
J = 14.7 Hz, , Hα Nleu), 3.66-3.58 (2H, m), 3.25-3.17 (1H, m, H5 Linker), 3.16-3.08 (1H, m, Hβ Phe), 
2.99-2.90 (1H, ddd, J = 9.9, 6.8, 3.2 Hz, Hβ Phe), 2.87-2.75 (1H, m, H5 Linker), 2.74-2.65 (1H, m), 
2.41-2.29 (0.4H, m), 2.04-1.95 (0.6H, dt, J = 14.3, 3.4 Hz), 1.89-1.69 (1H, m, Hγ Nleu), 1.64-1.34 (2H, 
m, H4 Linker), 1.16-1.04 (1H, m), 1.00 (1H, d, J = 7.3 Hz, Hβ Ala), 0.92 (1.5H, d, J = 6.7 Hz, Hδ Leu), 
0.87 (1.5H, d, J = 6.7 Hz, Hδ Leu), 0.82 (1.5H, d, J = 6.7 Hz, Hδ Leu), 0.75 (1.5H, d, J = 6.7 Hz, Hδ 
Leu). HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 453.2472, found: 453.2472. 
 
(3S,9S)-3-benzyl-9-isobutyl-7-methyl-1,4,7,10-tetraazacyclopentadecane-2,5,8,11-tetraone (HypB) 
(71) 
 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.32 (1H, d, J = 8.4 Hz, HN Phe), 7.92 (1H, d, J = 8.4 Hz, HN Leu), 
7.37 (1H, t, J = 5.6 Hz, HN Linker), 7.31-7.14 (5H, m), 4.75-4.62 (1H, m, Hα Leu), 4.29 (1H, d, J = 14.2 
Hz, Hα Nala), 4.27-4.21 (1H, m, Hα Phe), 3.21 (1H, d, J = 14.0 Hz, Hα Nala), 3.17-3.10 (1H, m, Hβ Phe), 
3.13 (3H, s, Hβ Nala), 3.04 (1H, q, J = 5.8 Hz, H5 Linker), 2.73 (1H, dd, J = 14.0, 10.3 Hz), 2.22 (1H, 
ddd, J = 12.6, 9.7, 4.7 Hz, H2 Linker), 1.95-1.87 (1H, m, H2 Linker), 1.68-1.54 (2H, m, H4 Linker and 
Hγ Leu), 1.53-1.32 (4H, m, Hβ Leu), 1.26-1.13 (1H, m, H4 Linker), 0.89 (6H, dd, J = 6.5, 5.5 Hz, Hδ 
Leu). HRMS [M+Na]+ calcd for C23H34N4O4: 453.2472, found: 453.2470. 
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ANNEXE 2 : SPECTRES DE RÉSONANCE MAGNÉTIQUE NUCLÉAIRE DES PROTONS 
  
 126 
5-Azidovaleric acid (9) 
 
 127 
 128 
1-[(4S)-4-Benzyl-2-oxo-1,3-oxazolidin-3-yl]-5-azido-1-pentanone (10) 
 
 129 
 
 
 
 130 
(2S)-1-[(4S)-4-Benzyl-2-oxo-1,3-oxazolidin-3-yl]-5-azido-2-methyl-1-pentanone (11) 
 
 
 131 
 
 132 
 
  
 133 
(2S)-5-Azido-2-methylvaleric acid (12) 
 
 134 
 
 
  
 135 
(2S)-2-Methyl-5-(tert-butoxycarbonylamino)valeric acid (13) 
 
 136 
 
  
 137 
(3R)-3,7-Dimethyl-6-octenoic acid (15) 
 
 138 
 
  
 139 
Methyl (3R)-3,7-dimethyl-6-octenoate (16) 
 
 140 
 
  
 141 
(4R)-5-Methoxycarbonyl-4-methylvaleric acid (17) 
 
 142 
 
  
 143 
Methyl (3R)-3-methyl-5-(tert-butoxycarbonylamino)valerate (18) 
 
 
 144 
(3R)-3-Methyl-5-(tert-butoxycarbonylamino)valeric acid (19) 
 
 145 
 
  
 146 
(2R)-2,6-Dimethyl-5-heptenylamino 2,2-dimethylpropionate (23) 
 
 147 
 
  
 148 
(4R)-4-Methyl-5-(tert-butoxycarbonylamino)valeric acid (24) 
 
 
 149 
 
  
 150 
(1S)-3-Diazo-1-methyl-2-oxopropylamino 2,2-dimethylpropionate (26) 
 151 
 
 
  
 152 
Methyl (3S)-3-(tert-butoxycarbonylamino)butyrate (27) 
 153 
 
 
  
 154 
(1S)-2-Formyl-1-methylethylamino 2,2-dimethylpropionate (28) 
 
 155 
 
  
 156 
Ethyl (5S,E)-5-(tert-butoxycarbonylamino)-2-hexenoate (29) 
 
 157 
 
  
 158 
HSQC 
 
  
 159 
(5S,E)-5-(tert-Butoxycarbonylamino)-2-hexenoic acid (30) 
 
  
 160 
 (5S)-5-(tert-Butoxycarbonylamino)hexanoic acid (31) 
 
 161 
 
 
  
 162 
(3S,6S,9S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-Ø) (32) 
 
 
 163 
 
  
 164 
(6S,9S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-Ø) (33)
 165 
 
 
  
 166 
(3S,9S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-Ø) (34) 
 167 
 
 
  
 168 
(3S,6S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-Ø) (35) 
 169 
 
 
  
 170 
(3S,6S,9S,12R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-2R) (36) 
 171 
 
 
  
 172 
(3S,6S,9S,12S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-2S) (37) 
DMSO - 1H 
 
  
 173 
DMSO – TOCSY 
 
  
 174 
DMSO – COSY 
 
  
 175 
DMSO – HSQC 
 
  
 176 
DMSO – ROESY 
 
  
 177 
CDCl3 – 1H 
 
  
 178 
CDCl3 – TOCSY 
 
  
 179 
CDCl3 – COSY 
 
  
 180 
CDCl3 – HSQC 
 
  
 181 
CDCl3 – ROESY 
 
  
 182 
DMSO – 13C 
 
  
 183 
(6S,9S,12R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-2R) (38) 
 184 
 
 
  
 185 
(6S,9S,12S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-2S) (39) 
DMSO – 1H 
 
  
 186 
DMSO – TOCSY 
 
  
 187 
DMSO – COSY 
 
  
 188 
DMSO – HSQC 
 
  
 189 
DMSO – ROESY 
 
  
 190 
CDCl3 – 1H 
 
  
 191 
CDCl3 – TOCSY 
 
  
 192 
CDCl3 – COSY 
 
  
 193 
CDCl3 – HSQC 
 
  
 194 
CDCl3 – ROESY 
 
  
 195 
DMSO - 13C  
 
   
 196 
(3S,9S,12R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-2R) (40) 
 197 
 
 
  
 198 
(3S,9S,12S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-2S) (41) 
DMSO – 1H 
 
  
 199 
DMSO – TOCSY 
 
  
 200 
DMSO – COSY 
 
  
 201 
DMSO – HSQC 
 
  
 202 
DMSO – ROESY 
 
  
 203 
CDCl3 – 1H 
 
  
 204 
CDCl3 – TOCSY 
 
  
 205 
CDCl3 – COSY 
 
  
 206 
CDCl3 – HSQC 
 
  
 207 
CDCl3 – ROESY 
 
  
 208 
DMSO – 13C 
 
 
 209 
(3S,6S,12R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-12-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-2R) (42) 
 210 
 
  
 211 
(3S,6S,12S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-12-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-2S) (43) 
DMSO – 1H 
 
  
 212 
DMSO – TOCSY 
 
  
 213 
DMSO – COSY 
 
  
 214 
DMSO – HSQC 
 
  
 215 
DMSO – ROESY 
 
  
 216 
CDCl3 – 1H 
 
  
 217 
CDCl3 – TOCSY 
 
  
 218 
CDCl3 – COSY 
 
  
 219 
CDCl3 – HSQC 
 
  
 220 
CDCl3 – ROESY 
 
  
 221 
DMSO – 13C 
 
  
 222 
(3S,6S,9S,13R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-3R) (44) 
 
 223 
 
 
  
 224 
 (3S,6S,9S,13S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-3S) (45) 
 225 
 
  
 226 
 (6S,9S,13R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-3R) (46) 
 227 
 
 
  
 228 
(6S,9S,13S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-3S) (47) 
 229 
 
 
  
 230 
(3S,9S,13R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-3R) (48) 
 231 
 
 
  
 232 
(3S,9S,13S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-3S) (49) 
 233 
 
 
  
 234 
(3S,6S,13R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-13-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-3R) (50) 
 
 235 
HSQC 
 
  
 236 
(3S,6S,13S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-13-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-3S) (51) 
 237 
 
 
  
 238 
(3S,6S,9S,14R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-4R) (52) 
 239 
 
 
  
 240 
(3S,6S,9S,14S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-4S) (53) 
 241 
 
  
 242 
(6S,9S,14R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-4R) (54) 
 243 
 
  
 244 
HSQC 
 
 245 
COSY 
  
  
 246 
(6S,9S,14S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-4S) (55) 
 247 
 
  
 248 
(3S,9S,14R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-4R) (56) 
 249 
 
  
 250 
 (3S,9S,14S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-4S) (57) 
 
 
 251 
HSQC 
 
  
 252 
(3S,6S,14R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-14-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-4R) (58) 
 
 253 
 
 
  
 254 
(3S,6S,14S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-14-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-4S) (59) 
 255 
 
 
  
 256 
(3S,6S,9S,15R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-5R) (60) 
 257 
 
  
 258 
(3S,6S,9S,15S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-5S) (61) 
 259 
 
  
 260 
(6S,9S,15R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-5R) (62) 
 261 
 
  
 262 
(6S,9S,15S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-5S) (63) 
 263 
 
  
 264 
(3S,9S,15R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-5R) (64) 
 265 
 
 266 
HSQC 
 
  
 267 
(3S,9S,15S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-5S) (65) 
 268 
 
  
 269 
(3S,6S,15R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-15-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-5R) (66) 
 270 
 
  
 271 
(3S,6S,15S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-15-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-5S) (67) 
 272 
 
  
 273 
 (3S,6S,9S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclohexadecanetetrone (reg-6) (68) 
 274 
 
  
 275 
(3S,6S,9S)-9-Benzyl-3-isobutyl-6-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclohexadecanetetrone (alt-6) (69) 
 276 
 
 277 
HSQC 
 
  
 278 
(3S,6S)-3-benzyl-10-isobutyl-6-methyl-1,4,7,10-tetraazacyclopentadecane-2,5,8,11-tetraone (HypA) (70) 
 
  
 279 
TOCSY 
 
  
 280 
COSY 
 
  
 281 
HSQC 
 
  
 282 
ROESY 
 
  
 283 
(3S,9S)-3-benzyl-9-isobutyl-7-methyl-1,4,7,10-tetraazacyclopentadecane-2,5,8,11-tetraone (HypB) (71) 
 
  
 284 
TOCSY 
 
  
 285 
COSY 
 
  
 286 
HSQC 
 
  
 287 
ROESY 
 
  
 288 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ANNEXE 3 : SPECTRES UPLC-MS 
  
 289 
(3S,6S,9S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Ø-Ø) 
(32) 
NH
O
OHNNH
O
H
N
O
 
 
  
 290 
(6S,9S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nphe-Ø) 
(33) 
NH
O
OHNN
O
H
N
O
 
 
  
 291 
(3S,9S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nleu-Ø) 
(34) 
NH
O
OHNNH
O N
O
 
 
  
 292 
(3S,6S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone (Nala-Ø) 
(35) 
NH
O
ONNH
O
H
N
O
 
 
  
 293 
(3S,6S,9S,12R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetro
ne (Ø-2R) (36) 
NH
O
OHNNH
O
H
N
O
 
 
  
 294 
(3S,6S,9S,12S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetron
e (Ø-2S) (37) 
NH
O
OHNNH
O
H
N
O
 
 
  
 295 
(6S,9S,12R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-2R) (38) 
NH
O
OHNN
O
H
N
O
 
 
  
 296 
(6S,9S,12S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-2S) (39) 
NH
O
OHNN
O
H
N
O
 
 
  
 297 
(3S,9S,12R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-2R) (40) 
NH
O
OHNNH
O N
O
 
 
  
 298 
(3S,9S,12S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,12-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-2S) (41) 
NH
O
OHNNH
O N
O
 
 
  
 299 
(3S,6S,12R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-12-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-2R) (42) 
NH
O
ONNH
O
H
N
O
 
 
  
 300 
(3S,6S,12S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-12-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-2S) (43) 
NH
O
ONNH
O
H
N
O
 
 
  
 301 
(3S,6S,9S,13R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetro
ne (Ø-3R) (44) 
NH
O
OHNNH
O
H
N
O
 
 
  
 302 
(3S,6S,9S,13S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetron
e (Ø-3S) (45) 
NH
O
OHNNH
O
H
N
O
 
 
  
 303 
(6S,9S,13R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-3R) (46) 
NH
O
OHNN
O
H
N
O
 
 
  
 304 
(6S,9S,13S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-3S) (47) 
NH
O
OHNN
O
H
N
O
 
 
  
 305 
(3S,9S,13R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-3R) (48) 
NH
O
OHNNH
O N
O
 
 
  
 306 
(3S,9S,13S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,13-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-3S) (49) 
NH
O
OHNNH
O N
O
 
 
  
 307 
(3S,6S,13R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-13-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-3R) (50) 
NH
O
ONNH
O
H
N
O
 
 
  
 308 
(3S,6S,13S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-13-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-3S) (51) 
NH
O
ONNH
O
H
N
O
 
 
  
 309 
(3S,6S,9S,14R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetro
ne (Ø-4R) (52) 
NH
O
OHNNH
O
H
N
O
 
 
  
 310 
(3S,6S,9S,14S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetron
e (Ø-4S) (53) 
NH
O
OHNNH
O
H
N
O
 
 
  
 311 
(6S,9S,14R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-4R) (54) 
NH
O
OHNN
O
H
N
O
 
 
  
 312 
(6S,9S,14S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-4S) (55) 
NH
O
OHNN
O
H
N
O
 
 
  
 313 
(3S,9S,14R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-4R) (56) 
NH
O
OHNNH
O N
O
 
 
  
 314 
(3S,9S,14S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,14-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-4S) (57) 
NH
O
OHNNH
O N
O
 
 
  
 315 
(3S,6S,14R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-14-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-4R) (58) 
NH
O
ONNH
O
H
N
O
 
 
  
 316 
(3S,6S,14S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-14-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-4S) (59) 
NH
O
ONNH
O
H
N
O
 
 
  
 317 
(3S,6S,9S,15R)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetro
ne (Ø-5R) (60) 
NH
O
OHNNH
O
H
N
O
 
 
  
 318 
(3S,6S,9S,15S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetron
e (Ø-5S) (61) 
NH
O
OHNNH
O
H
N
O
 
 
  
 319 
(6S,9S,15R)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-5R) (62) 
NH
O
OHNN
O
H
N
O
 
 
  
 320 
(6S,9S,15S)-4-Benzyl-6-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nphe-5S) (63) 
NH
O
OHNN
O
H
N
O
 
 
  
 321 
(3S,9S,15R)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-5R) (64) 
NH
O
OHNNH
O N
O
 
 
  
 322 
(3S,9S,15S)-3-Benzyl-7-isobutyl-9,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanetetrone 
(Nleu-5S) (65) 
NH
O
OHNNH
O N
O
 
 
  
 323 
(3S,6S,15R)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-15-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-5R) (66) 
NH
O
ONNH
O
H
N
O
 
 
  
 324 
(3S,6S,15S)-3-Benzyl-6-isobutyl-10-methyl-15-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclopentadecanete
trone (Nala-5S) (67) 
NH
O
ONNH
O
H
N
O
 
 
  
 325 
(3S,6S,9S)-3-Benzyl-6-isobutyl-9-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclohexadecanetetrone (reg-6) 
(68) 
NH
NH
H
N
HN
O
O
O
O
 
 
  
 326 
(3S,6S,9S)-9-Benzyl-3-isobutyl-6-methyl-1,4,7,10-tetraza-2,5,8,11-cyclohexadecanetetrone (alt-6) 
(69) 
NH
NH
H
N
HN
O
O
O
O
 
 
  
 327 
(3S,6S,15S)-3-benzyl-10-isobutyl-6,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraazacyclopentadecane-2,5,8,11-
tetraone (HypA) (70) 
NH
O
ONNH
O
H
N
O
 
 
  
 328 
 
(3S,9S,15S)-3-benzyl-9-isobutyl-7,15-dimethyl-1,4,7,10-tetraazacyclopentadecane-2,5,8,11-
tetraone (HypB) (71) 
NH
O
OHNNH
O N
O
 
 
